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 Los pericitos son células murales de soporte que estabilizan los capilares maduros, a los 
que se ha atribuido tradicionalmente un papel estructural. El análisis comparativo de los perfiles 
transcripcionales de pericitos y células progenitoras mesenquimales, estrechamente relacionados 
desde el punto de vista ontogénico, permitió identificar una serie de genes cuya expresión era 
mayor en pericitos, TLR4 y ROBO4 entre ellos. TLR4 es un receptor clásico asociado con la 
respuesta inmune innata, cuyo papel en pericitos humanos no había sido previamente 
documentado. En este trabajo hemos demostrado la expresión de TLR4 en la superficie de 
pericitos humanos y caracterizado su respuesta a LPS y HMGB1, que da lugar a la secreción de 
diferentes componentes proinflamatorios y a la sobreexpresión de moléculas de adhesión. Los 
pericitos expresan proteínas asociadas con la respuesta a LPS como MD-2 y MyD88, y la 
cascada de señalización implica la activación de la vía NF-κB. En conjunto, estos resultados 
demuestran que los pericitos desempeñan un papel activo en la respuesta inflamatoria, más allá 
de su función homeostática. 
 Por su parte, ROBO4 codifica una molécula de guía axonal que reconoce ligandos de la 
famila Slit. Se acepta que tanto neuronas como células endoteliales pueden responder a este tipo 
de moléculas modulando su capacidad migratoria, pero su expresión en pericitos no se había 
estudiado. En este trabajo determinamos que los pericitos humanos expresan en su membrana 
receptores Robo, a los que se une Slit2, y que esta unión da lugar a una inhibición de la 
migración de los pericitos, independiente de la activación del receptor PDGFR . Dado que las 
células endoteliales expresan Slit2, estos resultados pueden aportar una nueva perspectiva de las 
complejas interacciones pericito-célula endotelial durante el proceso angiogénico. 
 Dado el importante papel de las moléculas de guía axonal en el proceso angiogénico, 
parecía probable que su expresión pudiera modular la respuesta a determinados agentes 
antiangiogénicos. El descubrimiento de biomarcadores predictivos de respuesta ayudaría a 
seleccionar los pacientes susceptibles de beneficiarse de este tipo de tratamientos. En este 
trabajo hemos analizando muestras de pacientes con cáncer de colon que habían sido tratados 
con bevacizumab, un anticuerpo monoclonal anti-VEGF, y comprobamos que aquellos que 
tenían una elevada expresión del receptor de efrinas EPHB4 tenían mayor probabilidad de no 
responder al tratamiento. A falta de su validación en una serie independiente, estos datos 
sugieren que EPHB4 es un potencial biomarcador de respuesta al tratamiento con bevacizumab. 
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 Pericytes are mural cells found stabilizing mature capillaries and traditionally endowed 
with structural functions. The comparison of pericytes and mesenchymal stem cells 
transcriptional profiles allowed us to identify a group of genes with higher expression in 
pericytes, including TLR4 y ROBO4. TLR4 is a receptor associated with immune innate 
responses, whose role in human pericytes has not been documented yet. In this work we have 
confirmed the expression of TLR4 on the surface of human pericytes and characterized their 
response to LPS and HMGB1, which leads to secretion of proinflammatory mediators and 
overexpression of adhesion molecules. Pericytes express different proteins related with LPS 
response as MyD88 and MD-2, and the LPS signalling pathway involves the activation of NF-
kB. Overall, these results demonstrate that pericytes can play an active role in the inflammatory 
response, beyond its homeostatic function. 
 Robo4 is an axonal guidance molecule that recognizes Slit ligands. It is accepted that 
both neurons and endothelial cells can respond to axonal guidance molecules modulating their 
migratory capacities, but their expression in pericytes had not been studied to date. In this work, 
we have assessed the expression of Robo receptors in human pericytes and their binding to 
Slit2. This binding resulted in migration inhibition, independently of PDGFRβ activation. Given 
that endothelial cells express Slit2, these results may provide new perspectives on the pericyte-
endothelium interactions during angiogenesis. 
 Given that axon guidance molecules play an important role in angiogenesis, it seemed 
likely that their expression could modulate the response to antiangiogenic agents. The discovery 
of predictive biomarkers of response would help to select patients who could benefit from this 
treatment. In this work we have analyzed colon cancer samples from patient treated with the 
monoclonal anti-VEGF bevacizumab and assessed that patients who showed high expression of 
the ephrin receptor EPHB4 were less likely to respond to the treatment. Although validation by 
independent groups is required, these data suggest that EPHB4 is a potential biomarker for 
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ADN Ácido desoxirribonucleico 
SMA Actina de músculo liso alfa (del inglés Alpha-Smooth Muscle Actin) 
AP Fosfatasa alcalina (del inglés Alkaline Phosphatase) 
ARN Ácido ribonucleico 
ASMC Células arteriales de músculo liso (del inglés Aortic Smooth Mucle Cells) 
ATCC del inglés American Type Culture Collection  
BSA Seroalbúmina bovina (del inglés Bovine Serum Albumine) 
CCR Cáncer Colorrectal 
CE Célula endotelial 
DAMP  Patrones moleculares asociados a daño molecular (del inglés Damage- associated 
 Molecular Pattern Molecules)  
DCC Del inglés Deleted in Colorectal Cancer 
ELISA  Ensayo inmunoenzimático en fase sólida (del inglés Enzime Linked Immunosorbent  Assay) 
FDR  Estadístico que refleja la proporción esperada de falsos positivos (del inglés False 
 Discovery Rate) 
FFPE Fijado con formaldehido y embebido en parafina (del inglés Formalin Fixed Paraffin 
 Embebed) 
FGF Factor de crecimiento de fibroblastos (del inglés Fibroblast Growth Factor) 
FITC  Isotiocinato de fluoresceína 
GPI  Glicosilfosfatidilinositol 
GO Ontología génica (del inglés Gene Ontology) 
HCAEC Células endoteliales humanas de arteria coronaria (del inglés Human Coronary Artery 
 Endothelial Cells)  
HMGB1  Del inglés High-Mobility Group Protein B1 
HUVEC Célula endotelial de la vena del cordón umbilical (del inglés Human Umbilical Vein 
 Endothelial Cell) 




LBP Proteína de unión a LPS (del inglés LPS Binding Protein) 
LPS  Lipopolisacárido (del inglés Lipopolysaccharide) 
LRR Repeticiones ricas en leucina (del inglés Leucine Rich Repeats) 
MAPK Proteínas activadas por mitógenos (del inglés Mitogen-activated Protein Kinases) 
MB  Membrana basal 
MHC  Complejo principal de histocompatibilidad (del inglés Major Histocompatibility 
 Complex) 
MMP  Metaloproteinasas de matriz (del inglés Matrix Metalloproteinases) 
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MSC Células progenitora mesenquimal (del inglés Mesenchymal Stem Cells) 
NF- B  Factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas (del 
 inglés Nuclear Factor Kappa-Light-Chain-Enhancer of Activated B Cells) 
NPN Neuropilina (del inglés Neuropilins) 
PAMP  Patrones moleculares asociados a patógenos (del inglés Pathogen-associated Molecular 
 Patterns Molecules)  
PBMC Células mononucleares de sangre periférica (del inglés Peripheral Blood Mononuclear 
 Cells) 
PCR  Reacción en cadena de la polimerasa (del inglés Polymerase Chain Reaction) 
PDGFB  Factor de crecimiento derivado de plaquetas beta (del inglés Platelet-Derived Growth 
 Factor Beta)  
PDGFR  Receptor del factor de crecimiento derivado de plaquetas beta (del inglés Platelet-
 derived Growth Factor Receptor Beta) 
PE  Ficoeritrina 
PLX Plexinas (del inglés Plexins) 
qRT-PCR  PCR cuantitativa (del inglés Real Time Polymerase Chain Reaction) 
RECIST Criterio de evaluación de respuesta terapeútica en tumores sólidos (del inglés Response 
 Evaluation Criteria In Solid Tumors) 
RPM Revoluciones por minuto 
SDHA Succinato deshidrogenasa A (del ingles Succinate Deshydrogenase Complex, Subunit A, 
 SDHA) 
SMC  Células de músculo liso (del inglés Smooth Muscle Cells) 
SNC  Sistema nervioso central 
TLR  Toll Like Receptors 
TGF   Factor de crecimiento tranformante beta (del inglés Transforminng Growth Factor  Beta) 
TNF  Factor de necrosis tumoral alfa (del inglés Tumor Necrosis Factor Alpha) 
VCAM-1  Molécula de adhesión celular vascular 1 (del inglés Vascular Cell Adhesion Protein 1) 
VEGF Factor de crecimiento endotelial vascular (del inglés Vascular Endothelial Growth Factor)  
VEGFR  Receptor del factor de crecimiento endotelial vascular (del inglés Vascular Endothelial 
 Growth Factor Receptor)  
VSMC  Células de músculo liso vasculares (del inglés Vascular Smooth Muscle Cells) 






1. ELEMENTOS IMPLICADOS EN EL PROCESO ANGIOGÉNICO 
 El sistema circulatorio es el encargado de transportar los nutrientes y el oxígeno hacia los 
tejidos y de eliminar los residuos metabólicos, garantizando así el correcto funcionamiento de 
los mismos. Este sistema comienza a formarse en etapas tempranas del desarrollo embrionario 
por el proceso de vasculogénesis, definido como la formación de vasos sanguíneos de novo a 
partir de células precursoras denominadas angioblastos que migran y se diferencian en respuesta 
a señales locales (Risau, 1997) Posteriormente, gracias al proceso de angiogénesis, que consiste 
en la generación de nuevos vasos a partir de otros preexistentes, los vasos se ramifican y se 
extienden formando estructuras de mayor complejidad. Las células endoteliales (CE) que 
forman los vasos sanguíneos son prácticamente quiescentes y tienen una vida media prolongada 
en el individuo adulto. En los vasos maduros, las CE están rodeadas por células murales de 
soporte que las estabilizan, cuya naturaleza depende del tipo de vaso y de su localización 
anatómica (Jain, 2003). De esta manera, las células murales que se encuentran en los capilares y 
las vénulas poscapilares son los pericitos, mientras que en los vasos de mayor calibre se 




Figura 1. Los pericitos se sitúan rodeando a los capilares y vénulas. Se encuentran embebidos en la 
membrana basal en íntimo contacto con las CE. 
 
 A pesar de que los procesos angiogénicos están casi restringidos a etapas del desarrollo 
embrionario, se pueden producir episodios de neovascularización en el adulto en respuesta a 
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estímulos pro-angiogénicos como el factor de crecimiento vascular endotelial (del inglés 
Vascular Endothelial Growth Factor, VEGF), tanto en condiciones fisiológicas (curación de 
heridas, ciclo reproductivo femenino) como patológicas (crecimiento tumoral) (Hanahan y 
Weinberg, 2000; Hanahan y Folkman, 1996). En las fases iniciales del proceso angiogénico, los 
pericitos se disocian del endotelio y la membrana basal es degradada por la acción de 
metaloproteasas de matriz extracelular (del inglés Matrix Metalloproteinases, MMP) (Carmeliet 
y Jain, 2011). Las uniones entre las CE se hacen más débiles y se incrementa la permeabilidad 
de los vasos, permitiendo la extravasación de proteínas plasmáticas que constituyen una matriz 




 Figura 2. Etapas del proceso angiogénico. 1. Vaso sanguíneo quiescente. 2. Fase de activación. 3. Fase 
de elongación. 4. Fase de resolución/maduración. 
 
 Una CE (tip cell) es seleccionada para formar el extremo de crecimiento del brote 
vascular, mientras que las células adyacentes (stalk cells o células del tallo) proliferan para 
extenderlo. Los brotes vasculares se fusionan, se forma el lumen y se deposita una nueva 
membrana basal. Finalmente las CE vuelven a su estado quiescente y los pericitos son 




2.1. Introducción histórica 
 Los pericitos fueron descritos por primera vez en 1871 por Eberth, que los definió como 
células adventicias ramificadas localizadas en torno a los capilares sanguíneos (Eberth, 1871). 
Dos años más tarde, Rouget describió la existencia de unas células contráctiles no pigmentadas 
dispuestas en la pared de los capilares de la membrana hialoidea de la rana (Rouget, 1873, 
1879). En 1922, Vimtrup realizó varios estudios sobre la capacidad contráctil de estas células en 
capilares de larva (Vimtrup, 1922) y posteriormente Krogh en 1929 utilizó el término “células 
de Rouget” para referirse a ellas (Krogh, 1929; Sims, 1986). Los primeros estudios de 
microscopía vinieron de la mano de Zimmermann en 1923 quien introdujo el término “pericito” 
y demostró su presencia alrededor de los capilares de numerosas especies. Igualmente, 
Zimmermann postuló que la permeabilidad capilar era modificada por la contracción de los 
pericitos. (Zimmerman, 1923). En 1927, Plenk consiguió demostrar la disposición de pericitos 
dentro de la membrana basal del capilar (Plenk, 1927).  
 Entre los años 20 y 60, numerosas publicaciones basadas en descripciones anatómicas 
con microscopía electrónica demostraron la presencia de pericitos en la microvasculatura 
(Bennett et al 1959, Cogan et al 1961). Los estudios morfológicos dieron paso a estudios 
funcionales gracias al desarrollo de los cultivos celulares (cocultivos de pericitos y CE) y al 
estudio in vitro de procesos de neovascularización. Más recientemente, el uso de ratones con 
deleciones en genes esenciales en la función vascular, así como el uso de anticuerpos 
bloqueantes han sido fundamentales para elucidar el papel funcional del pericito (Díaz-Flores et 
al., 2009). 
 
2.2. Morfología y distribución 
 Los primeros estudios de microscopía electrónica permitieron conocer la ultraestructura 
de los pericitos (Zimmermann 1923 y Weibel, 1974). Estas células se caracterizan por tener un 
núcleo grande y unas extensiones citoplasmáticas que se despliegan envolviendo al capilar por 
su cara abluminal y contactando con varias CE simultáneamente. La densidad de pericitos varía 
dependiendo del tipo de vaso y del tejido, siendo muy abundantes en el sistema nervioso central 
(ratio 1:1-3:1 entre CE y pericitos) y mucho más escasos en músculo esquelético (Díaz-Flores et 
al., 1991). Son ubicuos en los capilares sanguíneos, pero no se encuentran normalmente en los 
capilares linfáticos. Los pericitos están en contacto íntimo con las CE y se encuentran 
embebidos en la membrana basal vascular, forma especializada de matriz extracelular que es 
compartida y mantenida por ambos tipos celulares (Cohen et al., 1980; Mandarino et al., 1993; 
Stratman et al., 2009). En determinados puntos en los que la membrana basal se interrumpe, los 
pericitos y CE entran en contacto directo, habiéndose descrito hasta 1.000 contactos para una 
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sola CE, que pueden ser de diferente naturaleza. Así, se han descrito uniones estrechas tipo gap 
que conectan los citoplasmas de ambas células (Díaz-Flores et al., 2009; Larson et al., 1987); 
placas de adhesión que ayudan a la transmisión de las fuerzas mecánicas contráctiles y que están 
formadas por diferentes proteínas como N-caderinas, ß-cateninas y fibronectina (Gerhardt y 
Betsholtz, 2003); y uniones del tipo peg-socket que consisten en una extensión del citoplasma 
del pericito (peg) que se inserta en una invaginación de la CE (socket) (Leeson, 1979). 
 
 
Figura 3. Imágenes de pericitos obtenidas con microscopía electrónica. A) Fotografía y representación 
esquemática realizados por Zimmermman K. (1923) B) Imagen de microscopía de barrido de Sheprod D. 
(Shepro y Morel, 1993) C) Corte transversal de un capilar de Hayden M.R. (Hayden et al., 2008). 
 
2.3. Marcadores moleculares  
 No existe ningún marcador molecular específico de pericitos, por ello para su 
identificación se utiliza generalmente una combinación de marcadores positivos y negativos que 
en su conjunto definen a este tipo celular. Dentro de los primeros, los más aceptados son 
PDGFR , NG2, aminopeptidasa N (CD13), actina de músculo liso ( SMA), y desmina 
(Armulik et al., 2005; Díaz-Flores et al., 2009; Krueger y Bechmann, 2010). PDGFR  es un 
receptor tirosín-quinasa para PDGF que está implicado en el reclutamiento de pericitos durante 
el proceso angiogénico y del que trataremos más adelante. NG2 es un proteoglicano condroitín-
sulfato expresado en la superficie de los pericitos durante los procesos de vasculogénesis y 
angiogénesis (Stallcup, 2002) que también participa en su incorporación a los vasos tumorales 
(Huang et al., 2010; Ruiter et al., 1993). Al mismo tiempo, los pericitos no expresan marcadores 
de estirpe hematopoiética y endotelial como CD45, CD31 y CD34. No hay que olvidar, sin 
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embargo, que la expresión de estos marcadores puede variar según el tejido y que además es 
dinámica: se puede alterar en determinadas situaciones tanto fisiológicas como patológicas, así 
como durante el cultivo in vitro (Armulik et al., 2011). 
 
2.4. Ontogenia 
 Está ampliamente aceptado que las CE derivan de un precursor mesodérmico 
denominado angioblasto (Carmeliet, 2004), pero el origen de los pericitos es más elusivo. 
Observaciones tempranas sugirieron que las células murales proceden de células mesenquimales 
(Jones et al., 1995). Pero así como las VSMC parecen bastante homogéneas en cuanto a su 
origen, los pericitos pueden originarse a partir de distintos linajes durante el desarrollo 
embrionario. En los procesos de vasculogénesis, las células murales pueden derivar de células 
progenitoras derivadas del mesodermo en órganos como hígado, intestino y pulmón (Asahina et 
al., 2011; Que et al., 2008; Wilm et al., 2005) o de células derivadas del neuroectodermo como 
sucede con los pericitos del sistema nervioso central (SNC) (Etchevers et al., 2001) o del timo 
(Foster et al., 2008; Müller et al., 2008). En los procesos angiogénicos del adulto su origen 
sigue siendo un tema controvertido, pudiendo derivar localmente de la proliferación de pericitos 
pre-existentes y/o de la diferenciación de células mesenquimales inmaduras. Alternativamente, 
podrían proceder de células de médula ósea que son reclutadas hacia el compartimento 
perivascular durante el proceso angiogénico (Rajantie et al., 2004). 
 Recientemente, varios trabajos han relacionado ontogénicamente los pericitos con las 
células progenitoras mesenquimales (del ingles Mesenchymal Stem Cells, MSC). Las MSC son 
células multipotentes derivadas del mesodermo capaces de diferenciarse en numerosos tipos 
celulares como adipocitos, condroblastos y osteoblastos. Parece evidente que se haya propuesto 
a las MSC como precursoras de los pericitos (Dhar et al., 2010; Díaz-Flores et al., 2006; Ergün 
et al., 2011; Howson et al., 2005) pero resulta más intrigante la teoría inversa (Crisan et al., 
2008), que identifica a las MSC con células perivasculares capaces de diferenciarse en tipos 
celulares como adipocitos (Brachvogel et al., 2005), mioblastos (Dellavalle et al., 2007), 
condrocitos (Farrington-Rock et al., 2004), osteoblastos (Canfield et al., 1996) y astrocitos 
(Göritz et al., 2011). De hecho, se ha postulado que la zona perivascular constituiría el nicho de 
las MSC en los tejidos del adulto (Da Silva Meirelles et al., 2008).  
 
3. PAPEL FUNCIONAL DEL PERICITO 
3.1. PERICITO Y ANGIOGÉNESIS 
 Los pericitos no solo son células de soporte de la estructura vascular sino que también 
contribuyen a la estabilización de los capilares, al mantenimiento de su homeostasis y a la 
remodelación y maduración de los mismos (Bergers y Song, 2005; Dore-Duffy y Cleary, 2011; 
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Gerhardt et al., 2003). La íntima relación anatómica de CE y pericitos sugiere una estrecha 
interacción mediante contactos celulares y a través de señalización paracrina y yuxtacrina. A 
continuación describiremos brevemente algunas de las interacciones moleculares más relevantes 
que tienen lugar entre la CE y el pericito.  
 
3.1.1. PDGFB y PDGFR  
 PDGFB (del inglés Platelet-derived growth factor B) es un miembro de la familia PDGF 
secretado por las CE que se une al receptor tirosín-quinasa PDGFR  expresado en la superficie 
de pericitos. Cuando el ligando PDGFB se une a PDGFR  éste dimeriza y pone en marcha una 
cascada de señalización intracelular que promueve proliferación y migración (Heldin y 
Westermark, 1999). En el caso de los pericitos, la expresión de PDGFB por parte del endotelio 
es clave para su reclutamiento hacia los vasos sanguíneos en formación. Así mismo y debido a 
que la expresión de PDGFB en el endotelio no es uniforme (las tip cells muestran una expresión 
mayor de PDGFB que las stalk cells), los pericitos son atraídos hacia los vasos en formación 
(Gerhardt et al., 2003). Los ratones knockout para PDGFR  y PDGFB presentan fenotipos 
prácticamente idénticos y no llegan a término debido a la disfunción vascular consecuencia del 
déficit en el reclutamiento de células murales (Levéen et al., 1994; Soriano, 1994). Por otro 
lado, una mutación que produce la activación constitutiva de PDGFR  promueve la 
proliferación aberrante e inhibe la diferenciación de las células murales en un modelo murino 
(Olson y Soriano, 2011).  
 
3.1.2. Angiopoyetina-1 y Tie-2 
 Angiopoyetina-1 (Ang-1) es un ligando soluble producido por los pericitos (Sundberg et 
al., 2002) que se une al receptor tirosín-quinasa Tie-2 expresado por las CE (Dumont et al., 
1993) y ciertas subpoblaciones de macrófagos y monocitos (De Palma et al., 2005). La 
interacción entre Ang-1 y Tie-2 es fundamental para la maduración y estabilización del 
endotelio (Falcón et al., 2009; Gaengel et al., 2009). De este modo, los ratones knockout para 
Ang-1 o Tie-2 no son viables debido a los defectos cardiovasculares que presentan (Dumont et 
al., 1993; Sato et al., 1995; Suri et al., 1996). Diversas mutaciones del gen que codifica para 
Tie-2 producen una forma hereditaria de malformación venosa que cursa con disminución de la 
cobertura de células murales (Vikkula et al., 1996). A la inversa, la administración exógena o la 
sobreexpresión de Ang-1 produce un aumento de la ramificación vascular y de la remodelación 
de vasos inmaduros para dar lugar a estructuras más organizadas (Thurston et al., 2005; Uemura 
et al., 2002). Por su parte, las CE expresan angiopoyetina-2 (Ang-2) que actúa como antagonista 
de Tie-2, inhibiendo la estabilización vascular mediada por Ang-1 y produciendo la disociación 
de los pericitos del vaso (Hammes et al., 2004). Estos estudios implican a Tie-2 en el 
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reclutamiento de pericitos, aunque en el adulto existen estudios contradictorios. Prueba de ello 
es que en ratones quiméricos con CE normales y células Tie2 negativas, los pericitos fueron 
reclutados también por el endotelio Tie-2 negativo (Jones et al., 2001). Por otro lado, la 
expresión de Ang-1 no parecía ser esencial para el mantenimiento de los vasos quiescentes en 
ratones adultos, aunque tiene un papel clave en la modulación de la respuesta a daño vascular 
(Jeansson et al., 2011). 
 
3.1.3. TGFβ 
 TGFβ (del inglés Transforminng Growth Factor Beta) es un factor de crecimiento 
expresado por CE y pericitos durante procesos de angiogénesis. Ambos tipos celulares expresan 
los receptores de TGFβ, Alk-1 y Alk-5, que parecen tener efectos diferentes o incluso opuestos 
(Goumans et al., 2003; Oh et al., 2000). La activación del receptor Alk-5 promovería la 
diferenciación de las células murales y la maduración de los vasos, mientras que la activación 
de Alk-1 favorecería su proliferación y migración, de ahí que el resultado final de la 
señalización mediada por TGFβ dependa de los niveles de expresión de ambos receptores 
(Goumans et al., 2002). En ratones knockout para diferentes genes que intervienen en la vía 
señalización de TGFβ (incluyendo ALK1 y ALK5) se produce letalidad embrionaria por 
anomalías vasculares, entre ellas una cobertura defectuosa de células murales. Además, se han 
encontrado mutaciones en el gen ALK1 en pacientes con telangiectasia hemorrágica hereditaria, 
un trastorno caracterizado por malformaciones vasculares (Berg et al., 1997; Gallione et al., 
2004). 
3.1.4. Esfingosina 1 fosfato (S1P) 
 S1P es un esfingolípido producido por diferentes tipos celulares (plaquetas, eritrocitos, 
CE) que se une a los receptores acoplados a proteínas G EDG1-5 (Sanchez T 2004) y que 
modula funciones tanto de las propias CE como de las células murales. Los ratones knockout 
para EDG1 no son viables debido a hemorragias masivas que se atribuyen a un defecto en el 
reclutamiento de pericitos a los vasos en formación (Allende et al., 2002; Liu et al., 2000). La 
activación de EDG1 en pericitos favorece su migración (Spiegel et al., 2003) y es fundamental 
para la estabilización de los vasos (Paik et al., 2004).  
 
3.1.5. Notch 
 En mamíferos, la familia Notch está formada por cuatro receptores (Notch1-4) a los que 
se unen cinco ligandos (DLL1, DLL3, Dll4, Jagged1 y Jagged2), siendo todos ellos proteínas 
transmembrana. Notch1 y Notch4 son los predominantes en el endotelio, mientras que las 
células murales expresan fundamentalmente Notch3. La señalización a través de Notch tiene un 
papel esencial en las CE controlando la excesiva ramificación vascular pero también juega un 
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papel relevante en las células murales. Los ratones knockout para Notch3 son viables pero 
presentan un patrón vascular anómalo debido a defectos en las células murales (Domenga et al., 
2004). Además mutaciones en este gen dan lugar a al síndrome CADASIL (cerebral autosomal 
dominant arteriopathy with subcortical infarcts and leukoencephalopathy), que se acompaña de 
degeneración focal de células murales (Joutel et al., 1996; Ruchoux et al., 1995). Más 
recientemente se ha demostrado, usando ARN de interferencia, que la diferenciación de los 
pericitos está regulada por la interacción entre Notch3 y el ligando Jagged1 expresado en la CE 
(Liu et al., 2009).  
 
 
Figura 4. Mecanismos moleculares implicados en la interacción entre pericitos y CE. 
 
3.1.6. Moléculas de guía axonal 
 Los vasos sanguíneos, al igual que los nervios, establecen circuitos funcionales de alta 
complejidad. Ambos se encuentran en estrecha vecindad y siguen rutas similares de migración 
durante el desarrollo embrionario, lo que sugiere que sus componentes celulares podrían 
responder a señales de “guía” comunes (Autiero et al., 2005; Carmeliet y Tessier-Lavigne, 
2005). Así, de la misma forma que durante el desarrollo del sistema nervioso la migración de 
los axones depende del cono de crecimiento situado en su extremo distal, (Dickson, 2002; 
Huber et al., 2003; Tessier-Lavigne y Goodman, 1996), el extremo de los capilares en 
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crecimiento está constituido por tip cells que son las que determinan la formación de nuevos 
brotes vasculares (Gerhardt et al., 2003). Estas células, al igual que ocurre con el cono axonal en 
los nervios, son las encargadas de explorar el microambiente y de responder a las señales 
actuando como sensores, transductores y elementos de motilidad, capaces de dirigir el 
crecimiento del nuevo vaso (Lawson y Weinstein, 2002).  
 La existencia de moléculas de guía axonal fue propuesta por Ramón y Cajal en 1892 
(Ramón y Cajal S, 1892) pero transcurrieron casi 100 años antes de que se demostrara la 
presencia de estos factores in vitro (Tessier-Lavigne et al., 1988). Estas moléculas, que pueden 
ejercer un efecto de atracción o de repulsión, activan diferentes vías de señalización en el 
citoplasma que afectan a la reorganización del citoesqueleto y modulan la migración celular 
(Keynes y Cook, 1995). A continuación resumiremos las características de las cuatro familias 
principales de moléculas de guía axonal que participan también en el proceso angiogénico (Fig. 
5). 
 
3.1.6.1. Slits y receptores Robo  
 La proteína Slit fue descrita originalmente en Drosophila como una proteína soluble 
implicada en el desarrollo embrionario del SNC (Rothberg et al., 1988). Robo, su receptor, fue 
también identificado en Drosophila al estudiar mutaciones que afectaban al proceso de guía 
axonal (Brose et al., 1999). Hasta la fecha se han descrito en mamíferos tres miembros de la 
familia Slit (Slit1-3) y cuatro componentes de la familia Robo (Robo1-4) (Legg et al., 2008). La 
expresión de estos receptores Robo y sus ligandos Slit no se limita al sistema nervioso, de hecho 
Robo1 es ubicuo y Robo4 se ha considerado clásicamente específico de endotelio (Huminiecki 
et al., 2002). La interacción entre Slit2 y Robo1 promueve angiogénesis y linfangiogénesis 
(Wang et al., 2003a; Yang et al., 2010b) pero el papel que juega Robo4 es más controvertido. 
Por un lado, parece ser esencial para el desarrollo vascular embrionario (Bedell et al., 2005), 
aunque en el adulto su activación por Slit2 inhibe la migración de las CE y la angiogénesis 
(Park et al., 2003b; Seth et al., 2005), estabilizando los vasos (Jones et al., 2008, 2009; Marlow 
et al., 2010). Otros estudios sugieren el efecto contrario: la señalización mediada por Robo4 
promovería la migración y la formación de estructuras de tipo capilar (Kaur et al., 2006, 2008; 
Sheldon et al., 2009; Suchting et al., 2005). En lo que se refiere a las células murales, se ha 
documentado que Slit2 inhibe la migración de las VSMC de aorta humana (Liu et al., 2006) y 
de las vías respiratorias de rata (Ning et al., 2011). Sin embargo, no existen evidencias sobre la 
expresión de los receptores Robo en pericitos y de las consecuencias de su activación. 
 
3.1.6.2. Efrinas y receptores de efrinas  
 Las efrinas se dividen en dos grupos: las efrinas tipo A (1-5), ancladas a la membrana vía 
glicosilfosfatidilinositol (GPI), que se unen indistintamente a los receptores EphA1-9, y las 
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efrinas tipo B (1-3), con dominio transmembrana y por tanto con capacidad de señalización 
reversa, que se unen a los receptores EphB1-6 (Kullander y Klein, 2002; Pasquale, 2010). 
Además de sus funciones clásicas en el SNC (Yamaguchi y Pasquale, 2004), las efrinas 
controlan el desarrollo de la vasculatura. Un ejemplo es la pareja ligando-receptor 
efrinaB2/EphB4, que expresados en el endotelio, se encargan de controlar la diferenciación 
arterio-venosa durante el desarrollo embrionario así como la proliferación, la supervivencia y 
migración de las CE (Adams et al., 2001; Augustin y Reiss, 2003; Wang et al., 1998). El ratón 
knockout total para EFRINAB2, el knockout específico de endotelio, o la eliminación de su 
dominio citoplasmático producen defectos en la remodelación del plexo capilar (Adams et al., 
2001; Wang et al., 1998). En el adulto, la efrinaB2 tiene un papel fundamental en el proceso 
angiogénico, ya que regula la internalización de VEGFR2 a nivel de la tip cell, necesaria para la 
señalización mediada por VEGF (Sawamiphak et al., 2010). Las efrinas y sus receptores 
también son relevantes en la biología de la celular mural. Ratones knockout para EFRINAB2 
específicos de las células murales dan lugar a capilares con un número normal de pericitos, pero 
que se asocian de forma defectuosa a las CE (Foo et al., 2006). Del mismo modo, el 
silenciamiento de EFRINAB2 tanto en CE como en pericitos, impide el correcto ensamblaje e 
inhibe la formación de estructuras tipo capilar in vitro (Salvucci et al., 2009). 
 
3.1.6.3. Semaforinas, Plexinas y neuropilinas  
 Las semaforinas (Sema) constituyen una familia de proteínas secretadas o unidas a 
membrana (Gu y Giraudo, 2013; Yazdani y Terman, 2006) identificadas como moléculas 
quimiorrepelentes en el desarrollo del SNC. Estas proteínas se unen a dos familias de 
receptores, las plexinas (Plx) y las neuropilinas (Npn). Las semaforinas de membrana se unen a 
las plexinas, mientras que la mayoría de las semaforinas tipo 3 secretadas lo hacen a complejos 
formados por neuropilinas y plexinas, con la excepción de Sema3E, que se une directamente a 
su receptor plexinaD1. La plexinaD1 se expresa de forma prominente en CE y es crucial para el 
desarrollo vascular (Gitler et al., 2004; Kim et al., 2011; Zhang et al., 2009; van der Zwaag et 
al., 2002). 
 En cuanto a las funciones de estas moléculas en las células murales se ha descrito tanto 
un aumento en el reclutamiento de pericitos a los vasos sanguíneos de los tumores que no 
expresan Sema3B (Capparuccia y Tamagnone, 2009) como una mayor presencia de pericitos en 







Figura 5. Representación de las diferentes familias de receptores y ligandos de guía axonal.  
 
3.1.6.4. Netrinas y sus receptores UNC-5 y DCC 
 Las netrinas son una familia de proteínas estructuralmente relacionadas con la laminina 
que pueden repeler o atraer a los axones durante el desarrollo del SNC (Tessier-Lavigne y 
Goodman, 1996) y que también tienen un papel destacado en angiogénesis (Larrieu-Lahargue et 
al., 2012). Hasta la fecha se han identificado 5 tipos de netrinas, de las que tres de ellas (1, 3 y 
4) son secretadas mientras que las otras dos (G1 y G2) permanecen unidas a la membrana 
plasmática mediante un anclaje GPI (Cirulli, NRCMB 2007), así como dos familias de 
receptores de netrinas, UNC5 (UNC5A-D) y DCC. UNC5B es el único receptor canónico para 
netrinas expresado en CE, y su inactivación produce un exceso de formación de filopodia en las 
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tip cells y de ramificación de los vasos (Lu et al., 2004). La activación de UNC5B por Robo4 
inhibiría la señalización vía VEGF y por tanto el proceso angiogénico (Koch et al., 2011). En 
otro trabajo, la sobreexpresión de netrina1 indujo el reclutamiento de células murales a los sitios 
de angiogénesis activa en un modelo de isquemia (Wilson et al., 2006). 
 
3.2. PERICITO Y SISTEMA INMUNE 
 El proceso inflamatorio depende del reclutamiento local de leucocitos circulantes a través 
de capilares y vénulas poscapilares constituidos por CE y pericitos. Ambos tipos celulares 
interaccionan con las células inmunes infiltrantes durante el proceso de extravasación y 
modulan su respuesta a diferentes niveles. El potencial inmunoregulador de las CE está 
relativamente aceptado (Danese et al., 2007; Mai et al., 2013; Young, 2012) mientras que el de 
los pericitos apenas comienza a ser estudiado (Pober y Tellides, 2012). 
 
3.2.1. Inmunidad innata 
 En trabajos iniciales se atribuyeron a los pericitos propiedades fenotípicas y funcionales 
características de monocitos o macrófagos. De esta forma, se documentó la expresión en 
pericitos de rata de receptores Fc, receptores scavenger (CD163/ED2), integrina M 
(CD11b)/  (receptor de complemento CR3) y MHC-II, así como su capacidad para realizar 
pinocitosis y fagocitosis in vitro e in vivo (Balabanov et al., 1996; Bergers y Song, 2005; 
Graeber et al., 1992; Mato et al., 1996; Thomas, 1999). Es más, se llegaron a considerar como 
células presentadoras de antígeno que participaban junto a los linfocitos en la primera línea de la 
respuesta inmune (Díaz-Flores et al., 2009). Estos hallazgos son actualmente objeto de 
controversia, ya que la población celular en estos estudios no estaba perfectamente caracterizada 
y no se puede descartar la contaminación con macrófagos perivasculares (Krueger y Bechmann, 
2010).  
 Posteriormente, una serie de trabajos documentaron la respuesta a lipopolisacárido de 
bacterias Gram negativas (del inglés Lipopolysaccharide, LPS) de pericitos de pulmón de rata, 
con un incremento en la producción de IL-1β, HSP60 y HSP70 y un aumento de la 
permeabilidad vascular en un modelo in vitro (Edelman et al., 2006a, 2007a, 2007b). Del 
mismo modo, los pericitos de cerebro de ratón estimulados con LPS liberaban óxido nítrico y 
varias citoquinas y quimioquinas, incluyendo IL-1 , IL-12, TNF e IFN (Kovac et al., 2011). 
 Las respuestas celulares a LPS vienen mediadas por el receptor de membrana TLR4, 
perteneciente a la familia de receptores TLR (del inglés Toll Like Receptors) que reconocen 
patrones moleculares asociados a patógenos (del inglés Phatogen-Associated Molecular 
Pattern, PAMP) o a daño celular (del inglés Damage-Associated Molecular Pattern DAMP). Al 
primer grupo pertenecen productos bacterianos (como el LPS) o virales y al segundo grupo, 
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ligandos endógenos como la citoquina proinflamatoria HMGB1 (del inglés High Mobility 
Group Protein 1) (Park et al., 2004) o las proteínas HSP (del inglés Heat Shock Proteins) 




Figura 6. Activación del complejo TLR4 en macrófagos. El LPS se une a la molécula LBP (LPS Binding 
Protein) que facilita la asociación con CD14. Posteriormente se produce la transferencia de LPS al 
complejo formado por TLR4 y MD-2. TLR4 oligomeriza y recluta proteínas adaptadoras citoplasmáticas 
a través de las vías MyD88 /TIRAP o TRIF/TRAM. Ambas vías producen la activación de la enzima IkB 
(IKK) que fosforila al complejo inhibidor IκB , disociándolo y liberando a NF-κB (p50/p65), que migra 
al núcleo y se une a las regiones promotoras de una amplia variedad de genes. 
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 La activación de TLR4 pone en marcha una cascada de señalización intracelular que 
activa al factor de transcripción NF-κB, que migra al núcleo y se une a regiones promotoras de 
un conjunto de genes que codifican para citoquinas, quimioquinas, inmunoreceptores, 
moléculas de adhesión, reguladores de apoptosis y moléculas de respuesta a estrés entre otros. 
 La expresión de TLR4 ha sido descrita en células del sistema inmune innato como 
monocitos, macrófagos y células dendríticas así como en subpoblaciones de células T, pero su 
expresión en otros tipos celulares está apenas documentada, exceptuando algunos tipos de 
células epiteliales y CE (Kumar et al., 2004; Lu et al., 2012; Zeuke et al., 2002). La activación 
del endotelio por LPS u otros estímulos pro-inflamatorios promueve la liberación de mediadores 
solubles y la expresión de moléculas de adhesión como ICAM-1 y VCAM-1 que son claves en 
el reclutamiento y la extravasación de células inmunes a los sitios de inflamación (Danese et al., 
2007). De la misma forma, una serie de trabajos muy recientes han demostrado que los pericitos 
facilitan la migración in vivo de los neutrófilos a través de las vénulas poscapilares de forma 
dependiente de ICAM-1 (Proebstl et al., 2012; Wang et al., 2012), y que los neutrófilos y los 
monocitos son “instruidos” por los pericitos con señales migratorias durante el proceso de 
extravasación (Stark et al., 2013). 
 
3.2.2. Inmunidad adaptativa 
 La ubicación estratégica de los pericitos les permite también establecer contacto íntimo 
con las células del sistema inmune adaptativo siendo capaces de modular su actividad (Pober y 
Tellides, 2012). Así, la sobreexpresión de VCAM-1 en respuesta a TNF  incrementa la 
adhesión de linfocitos T a pericitos (Verbeek et al., 1995). Menos conocido es el hecho de que 
los pericitos pueden expresar en su superfice ligandos de las familias B7 y TNF, que al unirse a 
los receptores correspondientes en los linfocitos T proporcionan señales de coestimulación (a 
través de CD28, CD40, CD137, OX40 o GITR, ente otros), o de inhibición (a través de CTLA-4 
o PD1, ente otros) que regulan la respuesta inmune adaptativa (Maier y Pober, 2011; Pober y 
Tellides, 2012). Así, pericitos humanos de placenta disminuyen la proliferación de células T 
aloreactivas, efecto que se ve potenciado tras el tratamiento de los pericitos con IFN  (Maier y 
Pober, 2011). También se ha propuesto que los pericitos humanos de retina tienen un efecto 
inmunosupresor, por lo que su pérdida en la retinopatía diabética contribuiría a la apoptosis de 
las CE inducida por el proceso inflamatorio (Tu et al., 2011). En ambos trabajos, el efecto 
inmunomodulador de los pericitos se atribuye a la expresión de PD-L1, ligando inhibidor para 
el receptor PD1. Un trabajo reciente apunta a que pericitos derivados de tumor, pero no los de 
tejido sano, influyen negativamente en la activación de linfocitos T CD4+ y promueven un 




3.3. OTRAS FUNCIONES 
 Se ha atribuido a los pericitos la capacidad de producir vasoconstricción o vasodilatación 
de los capilares, regulando por tanto el flujo sanguíneo (Rucker et al., 2000). Esta función la 
realizan gracias a la expresión de proteínas contráctiles como la actina de músculo liso, SMA 
(Herman et al., 1987), tropomiosina y miosina (Joyce et al., 1985). Además poseen receptores 
para sustancias vasoactivas como vasopresina (Van Zwieten et al., 1988), angiotensina II 
(Ferrari-Dileo et al., 1996) y endotelina 1 (Chakravarthy et al., 1992).  
 Los vasos sanguíneos del sistema nervioso central son los que tienen una mayor cobertura 
de pericitos en comparación con la vasculatura de otros órganos. Los pericitos en el cerebro 
regulan la homeostasis de la barrera hematoencefálica, donde se encuentran en contacto íntimo 
con las CE y los astrocitos (Bonkowski et al., 2011; Daneman et al., 2010; Kim et al., 2006). 
Además, son necesarios para la formación de la barrera hematoencefálica durante el periodo 
embrionario siendo responsables de la formación de uniones estrechas y el tráfico de vesículas 
entre las CE, afectando a la permeabilidad vascular (Daneman et al., 2010).  
 
4. PAPEL DEL PERICITO EN PATOLOGÍA  
 Como comentamos anteriormente, en el individuo adulto los procesos de angiogénesis 
fisiológica se restringen a la cicatrización y a fases concretas del ciclo reproductor femenino. 
Pero existen determinadas condiciones patológicas en las que los procesos de 
neovascularización aberrante contribuyen de forma decisiva a la patogenia de la enfermedad y 
en las que los pericitos juegan un papel fundamental.  
 
4.1. Pericitos y retinopatía  
 La retinopatía diabética es una de las complicaciones más frecuentes de la diabetes. Un 
indicador temprano de desarrollo de la enfermedad es la pérdida de pericitos en la 
microvasculatura de la retina, que junto con un incremento de la permeabilidad vascular 
produce edema macular y oclusión capilar (Cai y Boulton, 2002). Los mecanismos moleculares 
que desencadenan la apoptosis de los pericitos en la retinopatía diabética no están bien 
establecidos, aunque existen trabajos que apuntan a los ejes Ang/Tie-2 (Feng et al., 2007) y 
PDGFB/PDGFR  como factores esenciales en este proceso (Betsholtz, 2004). Tanto es así que 
los ratones knockout para el motivo C-terminal de retención de PDGFB en la matriz 
extracelular, que son viables, desarrollan retinopatía severa debido a la disminución del número 
de pericitos (Lindblom et al., 2003). Por otro lado, la inhibición farmacológica de la 
señalización de PDGFB/PDGFR  promueve la apoptosis de los pericitos y un incremento de la 
angiogénesis en un modelo de retinopatía isquémica (Wilkinson-Berka et al., 2004).  
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4.2. Pericitos y cáncer 
 El crecimiento tumoral y la formación de metástasis son procesos regulados 
estrechamente por las células presentes en el microambiente tumoral, como fibroblastos, células 
inmunes, CE y pericitos (Pietras y Ostman, 2010). El papel de las CE y pericitos en la 
angiogénesis tumoral está perfectamente determinado: el proceso angiogénico responde a la 
situación de hipoxia en el tumor y tiene como objetivo restaurar el suministro de oxígeno y 
nutrientes. Trabajos recientes demuestran que las CE pueden además modular diferentes 
aspectos de la biología de la célula tumoral in vitro, como proliferación, invasión y respuesta a 
mediadores inflamatorios, así como crecimiento tumoral y diseminación in vivo (Franses et al., 
2011). El papel de los pericitos en este contexto no se ha empezado a estudiar hasta fechas 
recientes (Samaniego et al., 2013). Los efectos reguladores de las CE y células murales sobre 
las células tumorales trascienden su papel estructural, y abren nuevas perspectivas terapéuticas 
en oncología. 
 
4.2.1. Papel de los pericitos en la angiogénesis tumoral 
 La vasculatura tumoral es caótica e irregular y está caracterizada por la presencia de 
vasos desestructurados y mal organizados (Morikawa et al., 2002). Esta inestabilidad se ha 
atribuido frecuentemente a una reducción en el número de pericitos. A pesar de que la presencia 
de pericitos puede variar según el tipo de tumor (aumenta en carcinoma de páncreas y 
disminuye en glioblastoma en comparación con los tejidos normales respectivos) (Raza et al., 
2010), en realidad se encuentran presentes en la mayoría de los tumores, aunque su asociación 
con el endotelio sea anómala. De hecho, diferentes estudios han demostrado que son 
imprescindibles para el mantenimiento de la vasculatura tumoral, al igual que sucede en los 
vasos normales, ya que el VEGF producido por el pericito es necesario para la supervivencia de 
la CE en ambos contextos (Darland et al., 2003). Un ejemplo de ello es que la inhibición de 
PDGF con un aptámero tiene como consecuencia directa la pérdida de pericitos y de forma 
secundaria la apoptosis de las CE, tanto en el modelo de carcinoma de pulmón de Lewis como 
en el modelo de cáncer pancreático RIP1-Tag2 (Sennino et al., 2007). Igualmente, el inhibidor 
de tirosín-quinasas imatinib (que inhibe PDGFR, c-ABL, BCR-ABL y c-Kit), utilizado como 
monoterapia, es capaz de disminuir la densidad microvascular y de inhibir el crecimiento en un 
modelo de linfoma (Ruan et al., 2013). Así mismo, los tumores inoculados en ratones knockout 
para el motivo de retención de PDGFB presentaban una reducción en el número de pericitos y 
defectos en su asociación con el endotelio dando lugar a un aumento del diámetro vascular y 
aparición de hemorragias en el tumor (Lindblom et al., 2003). Es interesante la observación de 
que la sobreexpresión de PDGFB en las células tumorales incrementaba la densidad local de 
pericitos, pero no su grado de unión al endotelio, sugiriendo que la expresión de PDGFB por 
parte de la CE es un requisito para la correcta asociación de los pericitos (Abramsson et al., 
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2003). Por otro lado, la inhibición específica de PDGFR  con un anticuerpo monoclonal en el 
modelo RIP1-Tag2 da lugar a la depleción de pericitos maduros y sus precursores en los vasos 
tumorales, produciendo dilatación vascular y apoptosis de las CE (Song et al., 2005). Teniendo 
en cuenta que la reducción del número de pericitos desestabiliza la vasculatura tumoral y la 
vuelve más sensible a determinados agentes antiangiogénicos (Pietras y Hanahan, 2005), se ha 
postulado como una estrategia terapeútica complementaria a la dirigida frente a la CE. De esta 
forma, la terapia combinada con inhibidores de VEGFR y PDGFR en el modelo RIP1-Tag2 era 
más eficaz que cada agente por separado (Bergers et al., 2003), aunque dada la escasa 
especificidad de estos inhibidores no se puede descartar que ese efecto se debiera a la 
implicación de otras vías de señalización (Armulik et al., 2011). El efecto de esta terapia 
combinada dependería de la fuente celular de VEGF: si es fundamentalmente el tumor y no el 
pericito, los tumores serían más resistentes al tratamiento anti-PDGF (Sennino et al., 2009).  
 En otro estudio, la combinación del anticuerpo anti-VEGF bevacizumab con un aptámero 
frente a PDGF demostró un efecto terapéutico superior al de bevacizumab utilizado como 
monoterapia en un modelo animal de cáncer de ovario (Lu et al., 2010). Existen sin embargo 
otros estudios preclínicos que no consiguen demostrar un incremento en la sensibilidad de la 
vasculatura tumoral al bloqueo de VEGF en ausencia de pericitos (Nisancioglu et al., 2010). De 
hecho, en un ensayo clínico en pacientes de carcinoma renal en el que se incorporó imatinib al 
tratamiento combinado de bevacizumab y el inhibidor anti-EGFR erlotinib, no se apreció 
ningún beneficio clínico con la inhibición de PDGF (Hainsworth et al., 2007). 
 
4.2.2. Papel de los pericitos en la metástasis  
 La metástasis es un proceso complejo en el que la célula tumoral escapa del tumor 
primario viajando por el torrente circulatorio y estableciéndose en tejidos distantes. Una 
hipótesis interesante considera que la reducción del número de pericitos en los vasos tumorales 
podría aumentar su permisividad a la intravasación de células tumorales, promoviendo su 
diseminación hematógena (Gerhardt y Semb, 2008; Raza et al., 2010). De hecho, se ha 
demostrado la existencia de una correlación inversa entre el contenido en pericitos de los vasos 
tumorales y el número de metástasis en pacientes con cancer colorectal (Yonenaga et al., 2005). 
Un efecto semejante se pudo observar en el modelo RIP1-Tag2, en el que la diseminación 
metastásica tanto en ganglios linfáticos locales como en órganos distantes se incrementaba en 
animales deficientes en PDGFB y por tanto en pericitos (Xian et al., 2006). Y a la inversa, en un 
modelo de cáncer de próstata se observó que los tumores con mayor contenido en pericitos en 
torno a sus vasos presentaban menor número de metástasis (Welén et al., 2009). Como era 
esperable a la luz de estos datos, la eliminación de pericitos como estrategia antitumoral ha 
tenido un efecto indeseado en varios modelos preclínicos: el aumento de la capacidad 
metastática del tumor (Hosaka et al., 2013; Raza et al., 2010). En un estudio con pacientes de 
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cáncer de mama invasivo, se demostró que un número reducido de pericitos en los vasos 
tumorales se asociaba, no solo con un mayor número de metástasis, sino también con una 
disminución de la supervivencia libre de enfermedad y la supervivencia global (Cooke et al., 
2012). En este mismo trabajo se documentó que el tratamiento con ganciclovir de ratones que 
portan el gen suicida timidín-quinasa bajo el control transcripcional de los promotores NG2 o 
PDGFR lo que supone una disminución efectiva de pericitos, reducía el crecimiento de los 
tumores primarios pero incrementaba el número de metástasis.  
 Los pericitos no solo intervienen en las etapas iniciales de la metástasis sino que además 
podrían favorecer la colonización de las células metastásicas en sus tejidos diana, al menos en lo 
que a las metástasis hepáticas se refiere. Los pericitos del hígado, que constituyen un subtipo 
especializado y se denominan células estelares o de Ito, son activados y reclutados por las 
células tumorales y parecen contribuir a la implantación de micrometástasis avasculares gracias 
a la producción de factores angiogénicos (Olaso et al., 1997).  
 En definitiva, se requieren más estudios para evaluar los riesgos y los beneficios de la 
eliminación de pericitos como futura estrategia antitumoral con aplicación clínica. 
 
5. TERAPIAS ANTIANGIOGÉNICAS EN CÁNCER 
5.1. Limitaciones de la terapia antiangiogénica 
 Las terapias antiangiogénicas aprobadas para uso clínico en cáncer están dirigidas en su 
mayoría al bloqueo de la señalización mediada por VEGF. Estos agentes antiangiogénicos 
incluyen el anticuerpo monoclonal anti-VEGF bevacizumab y diversos inhibidores de tirosín-
quinasas de amplio espectro, algunos de los cuales incluyen entre sus dianas a VEGFR y 
PDGFR, como sorafenib, sunitinib y pazopanib. Estos fármacos se utilizan fundamentalmente 
para el tratamiento de neoplasias metastásicas administrados como monoterapia o combinados 
con quimioterapia, como es el caso de bevacizumab. Sin embargo, los resultados clínicos 
muestran escasos beneficios en la superviviencia global, a pesar de que inicialmente se postuló 
que las terapias antiangiogénicas no crearían resistencias al tener como diana la CE, 
genéticamente estable en comparación con las células tumorales. La realidad es que en 
numerosas ocasiones los pacientes presentan resistencia intrínseca o adquirida al tratamiento. 
En estos casos el microambiente tumoral juega un papel determinante y el tratamiento 
antiangiogénico puede aumentar la agresividad y la capacidad metastática del tumor, al menos 
en modelos preclínicos (Ebos et al., 2009; Pàez-Ribes et al., 2009). Las causas de esta 
resistencia pueden ser diversas: por un lado, la hipoxia producida o incrementada como 
consecuencia de la terapia antiangiogénica puede poner en marcha mecanismos compensatorios, 
como la producción de factores de crecimiento alternativos a VEGF, tales como FGF, efrinas 
A1 y A2 y angiopoyetina 1, tanto por parte tanto del tumor como por las células del estroma 
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(Bergers y Hanahan, 2008). Por otro lado, la hipoxia también produce el reclutamiento de 
diferentes tipos de células mieloides que contribuyen de forma activa a la producción de 
factores pro-angiogénicos (Moserle y Casanovas, 2013).  
 Aunque la eficacia de esta terapia pueda parecer modesta, hay que ponerla en el contexto 
de los tratamientos disponibles para tumores sólidos avanzados, cuyos resultados no son mucho 
más esperanzadores (Bergers y Hanahan, 2008). Resulta imprescindible avanzar en el 
conocimiento de los mecanismos moleculares implicados en la resistencia a terapias 
antiangiogénicas para diseñar estrategias que incrementen su eficacia, así como la identificación 
de biomarcadores de respuesta a dichos tratamientos que permitan seleccionar a los pacientes 
con más probabilidad de obtener un beneficio clínico.  
 
5.2. Biomarcadores predictivos de respuesta 
 Los biomarcadores son indicadores moleculares objetivos de un proceso biológico normal 
o patológico, o de la respuesta farmacológica a un determinado tratamiento (De Gruttola et al., 
2001). En oncología se utilizan básicamente los biomarcadores pronósticos y los predictivos de 
respuesta. Los biomarcadores pronósticos aportan una estimación del curso de la enfermedad 
sin tener en cuenta el tipo de tratamiento (Wehland et al., 2013). Por su parte, los marcadores 
predictivos proporcionan información acerca del beneficio terapéutico que el paciente puede 
obtener de un tratamiento concreto (Oldenhuis et al., 2008). Si bien ha habido avances en el 
desarrollo de biomarcadores pronósticos en tumores sólidos, no ha sido así en lo que se refiere a 
la identificación de biomarcadores predictivos (Alymani et al., 2010). A pesar de la utilidad 
manifiesta que tendrían los biomarcadores de respuesta a las terapias antiangiogénicas en 
cáncer, no hay ninguno validado para su uso clínico hasta la fecha. Aunque la expresión de 
VEGF, de sus receptores o de moléculas implicadas en su vía de señalización serían los 
candidatos obvios en las terapias anti-VEGF, no se ha podido establecer una correlación entre 
sus niveles y el éxito del tratamiento (Jubb et al., 2006). Por tanto, la identificación de 
biomarcadores de respuesta a terapias antiangiogénicas sería de gran utilidad para poder 
seleccionar a los pacientes más susceptibles de beneficiarse del régimen terapéutico y asegurar 






 El objetivo general de este trabajo es profundizar en el conocimiento de las interacciones 
moleculares que se producen entre los componentes celulares de los vasos sanguíneos, en 
concreto entre las células endoteliales y los pericitos, en procesos tanto fisiológicos como 
patológicos y valorar su potencial aplicación como dianas terapéuticas o biomarcadores. Con 
esta finalidad se plantearon los siguientes objetivos específicos: 
 
I.  Estudiar el transcriptoma de pericitos humanos para identificar genes de alta  expresión 
 que puedan desempeñar un papel en su interacción con células endoteliales o con células 
 del sistema inmune. 
 
II.  Validar los datos obtenidos mediante qRT-PCR y realizar estudios a nivel de proteína de 
 moléculas relevantes. 
 
III. Realizar estudios funcionales in vitro, para demostrar el efecto de dichas interacciones y 
 estudiar las vías de señalización implicadas. 
 
IV. Valorar la potencial utilidad clínica de los datos anteriores utilizando muestras tisulares 









Los anticuerpos utilizados en este trabajo se indican en las tablas I y II. 
 
Tabla I. Anticuerpos monoclonales 
Antígeno Clon Especie Isotipo Conjugación Proveedor 
 actina 8226 Ratón IgG1 - Abcam 
CD3  OKT3 Ratón IgG2a - Janssen-Cilag 
CD13 WM15 Ratón IgG1 PE BD Pharmingen 
CD31 HEC/75 Ratón IgG1 FITC Immunotools 
CD14 [7] Ratón IgG2a - Abcam 
CD34 AC136 Ratón IgG2a FITC Miltenyi Biotec 
CD45 J33 Ratón IgG1 FITC Beckman Coulter 
CD73 AD2 Ratón IgG1 PE BD Pharmingen 
CD90 5E10 Ratón IgG1 FITC BD Pharmingen 
CD105 SN6 Ratón IgG1 PE eBioscience 
c-myc 9E10 Ratón IgG1 - Sigma-Aldrich 
EPHB4 3D768 Ratón IgG1 - Invitrogen Life Tec. 
His 34670 Ratón IgG1 - Qiagen 
ICAM-1 1H4 Ratón IgG2b PE Immunotools 
MHC-I Bu8 Ratón IgG1 FITC Serotec 
MHC-I W6/32 Ratón IgG2a - eBioscience 
NG2/MCSF LHM-2 Ratón IgG1 PE R&D Systems 
PDGFR  PR7212 Ratón IgG1 PE R&D Systems 
PDGFR  Y92 Conejo IgG - Abcam 
Robo1 R5 Ratón IgG - (Wang et al., 2003b) 
Robo2 356001 Ratón IgG1 - R&D Systems 
Robo4 265721 Ratón IgG2b - R&D Systems 
Robo4 265703 Ratón IgG2a - R&D Systems 
Tetra-His 34670 Ratón IgG1 - Qiagen 
TLR4 HTA125 Ratón IgG2a - Abcam 
VCAM-1 STA Ratón IgG1 PE Abcam 
 
FITC: isotiocianato de fluoresceína; PE: ficoeritrina. Wang L: Lijing Wang, Vascular Biology Research 




Tabla II. Anticuerpos policlonales 
Antígeno Especie Conjugación Proveedor 
 actina Conejo - Abcam 
IgG conejo Burro IRDye800 Rockland Immunoc. 
IgG conejo Burro IRDye700 Rockland Immunoc. 
IgG ratón Conejo IRDye800 Rockland Immunoc. 
IgG ratón Conejo IRDye700 Rockland Immunoc. 
IgG ratón (Fab’)2 Cabra PE Jackson Research 
MD-2 Conejo - Abcam 
MyD88 Conejo - Abcam 
p38 Conejo - Santa Cruz Biotech. 
Fosfo p38 Conejo - Cell Signalling Biotec. 
Fosfo-PDGFR  Tyr751 Conejo - Cell Signalling Biotec. 
Robo4 Cabra Biotina R&D Systems 
 
2. LINEAS CELULARES Y CÉLULAS PRIMARIAS 
En la Tabla III se indican las líneas celulares y células primarias utilizadas. 
 











Fibroblastos embrionarios de riñón Humano DMEM-C 
Célula 
primaria 




Células endoteliales de vena de 
cordón umbilical 
Humano EGM-2 
Pericitos ScienCell Pericitos de vasculatura de cerebro Humano PM-C 
MSC-UC Inbiobank 
Células progenitoras 





ATCC: American Type Culture Collection. DMEM-C: DMEM-Completo, medio DMEM (Lonza) 
suplementado con 10% (vol/vol) de FCS (suero fetal bovino), 2 mM L-glutamina, 100 UI/ml de 
penicilina y 100 µg/ml de sulfato de estreptomicina. EGM-2: medio EBM-2 (Lonza) suplementado con 
un 2% (vol/vol) de FCS y un cóctel de factores de crecimiento endotelial (Lonza). PM-C: medio PM 
 51 
suplementado con un 2% (vol/vol) de FCS y factores de crecimiento específicos (ScienCell). DMEM-LG-
C: DMEM bajo en glucosa suplementado con un 2% (vol/vol) de FCS-MSC (PromoCell), 2 mM L-
glutamina, 100 UI/ml de penicilina y 100 µg/ml de sulfato de estreptomicina.  
 
3. CONDICIONES DE CULTIVO Y AISLAMIENTO 
 Las células se cultivaron a 37 °C, 95% humedad y 5% CO2. De forma rutinaria se analizó 
por PCR el medio de cultivo para descartar contaminación por Mycoplasma utilizando el 
sistema Mycoplasm Plus TM Primer Set (Stratagen).  
 
3.1. Aislamiento de células mononucleadas de sangre periférica (PBMC) 
 Se obtuvieron PBMC de donantes sanos mediante centrifugación a 2000 RPM durante 20 
minutos en gradiente de densidad sobre Lymphoprep (1,077 g/ml). La fracción mononuclear 
resultante se recogió y se lavó dos veces con medio RPMI completo. La viabilidad celular se 
determinó mediante contaje y exclusión con azul tripán siendo superior al 95%. La suspensión 
celular se ajustó a una concentración de 1 x 10
6
 células/ml para el cultivo y se mantuvieron en 
RPMI completo, compuesto por medio RPMI (Lonza) suplementado con un 10% (vol/vol) de 
FCS (suero fetal bovino), 2 mM L-glutamina, 100 UI/ml de penicilina y 100 µg/ml de sulfato de 
estreptomicina. 
 
4. ESTUDIOS FENOTÍPICOS 
 El estudio fenotípico de la expresión de moléculas de superficie celular en MSC y 
pericitos se realizó mediante citometría de flujo (marcaje directo) con anticuerpos conjugados 
con los fluorocromos PE o FITC (Tabla I). Las células fueron incubadas con las diluciones 
apropiadas de cada anticuerpo durante 30 minutos a 4°C. En todos los casos se utilizaron los 
controles de isotipo adecuados. Para estudiar la expresión de Robo1 y Robo4 en la superficie de 
los pericitos, se realizó un marcaje indirecto con los anticuerpos anti-Robo1 (R5) (Wang et al., 
2003b) y anti-Robo4 (clon 265721), seguidos de una incubación con anticuerpos anti-IgG 
conjugados con PE o FITC (Tabla II). Para estudiar la unión de Slit2 a los pericitos, éstos se 
incubaron con 40 ng/ml de Slit2 unido a una cola de histidinas (R&D) durante 30 minutos a 4 
°C, seguido de la incubación con un anticuerpo de ratón anti-His (clon 34670) y de un 
anticuerpo anti-IgG de ratón marcado con PE. Todas las muestras se analizaron con el citómetro 
EPICS XL (Beckman Coulter).  
 
5. CONSTRUCCIONES GÉNICAS Y TRANSFECCIONES 
 Se transfectó la línea celular 293HEK con el plásmido que contenía el gen completo 
ROBO4 humano, amablemente proporcionado por Pankaj Seth (Harvard Medical School, 
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Boston, USA). Para la transfección se utilizó el reactivo Lipofectamine Plus Reagent (Invitrogen 
Life Technologies) según las condiciones del fabricante. Para obtener el transfectante estable, 
las células se cultivaron en DMEM suplementado con 500 µg/ml de geneticina (Promega). 
 
6. ESTUDIOS PARA LA CARACTERIZACIÓN DEL PERFIL 
TRANSCRIPCIONAL 
6.1. Aislamiento de ARN total 
6.1.1. Aislamiento de ARN total de células en cultivo y tejidos congelados 
 El ARN total de pericitos y MSC estimulados o no con LPS 1 µg/ml durante 4 horas fue 
aislado con los sistemas RNeasy Micro Kit o RNeasy Mini Kit (Qiagen), dependiendo del 
número de células y siguiendo las instrucciones del fabricante. Se incorporó al protocolo un 
tratamiento con DNAsa I (Qiagen). Las muestras se cuantificaron en un espectrofotómetro 
NanoDrop (Thermo Scientific) y la integridad del ARN se analizó usando un Bioanalyzer 
2100B (Agilent Technologies).  
 
6.1.2. Aislamiento de ARN total de tejidos parafinados 
 El ARN total de tejidos fijados en formaldehído y embebidos en parafina (FFPE, del 
inglés Formalin-Fixed Paraffin-Embedded) fue obtenido a partir de 3 secciones titulares 
consecutivas de 8-µm de grosor cada una. La parafina de las muestras se eliminó con la 
solución de extracción Hemo-De (Scientific Safety Solvents Keller) y etanol al 95%. Para el 
aislamiento de ARN total se utilizó el sistema específico para tejidos parafinados RNeasy FFPE 
kit (Qiagen), incorporando un tratamiento con DNAsa I (Qiagen). La concentración de ARN y 
su integridad se estimaron mediante los métodos anteriormente descritos. Solo cuando los ratios 
A260:A280 y A260:A230 fueron mayores de 1,9 las muestras fueron consideradas para el 
análisis posterior. 
 
6.2. Síntesis de ADNc por transcripción reversa  
6.2.1.Síntesis de ADNc a partir de ARN de células o de tejidos congelados 
 El ADNc se sintetizó a partir de 500 ng de ARN total mediante transcripción reversa 
usando el sistema Superscript VILO cDNA Síntesis Kit (Invitrogen Life Technologies) de 
acuerdo a las instrucciones del fabricante. 
 
6.2.2. Síntesis de ADNc a partir de ARN de tejidos parafinados 
 Para la síntesis de ADNc a partir de las muestras de ARN total de tejidos parafinados 
utilizamos un sistema de pre-amplificación. Para ello se procedió a la trancripción reversa de 
entre 500 ng-1 µg de ARN con el sistema RT² PreAMP cDNA síntesis kit (SuperArray 
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Biosciences). A continuación, se realizó una amplificación del ADNc obtenido con una mezcla 
de oligonucleótidos específicos para cada gen de interés (PreAMP Pathway Primer Mixes, 
SuperArray Biosciences), según las instrucciones del fabricante.  
 
6.3. Microarrays de ADN 
 El análisis de los perfiles transcripcionales se efectuó en el Centro de Genómica y 
Proteómica de la Facultad de Ciencias Biológicas de la Universidad Complutense de Madrid. El 
microarray empleado para el análisis fue el GeneChip Human Gene 1.0ST array (Affymetrix). 
Por cada microarray se utilizaron 250 ng de ARN total y se realizaron triplicados biológicos de 
cada condición experimental. Se consideraron significativamente modulados o diferencialmente 
expresados aquellos genes con un ratio > 2 o < 0,5 en relación con su control correspondiente y 
con un valor de p < 0,05. Los resultados obtenidos se depositaron en la base de datos Gene 
Expression Omnibus (GEO), del National Center for Biotechnology Information (NCBI) con los 
números de acceso GSE46235 y GSE46236.  
 
6.4. PCR cuantitativa en tiempo real (qRT-PCR) 
6.4.1. Arrays de qRT-PCR  
 En las muestras de ARN obtenidas de tejido parafinado analizamos la expresión de 84 
genes relacionados con el proceso angiogénico utilizando el sistema de arrays de qRT-PCR, 
Angiogenesis RT
2
Profiler PCR Array (Superarray Biosciences) en un equipo Lightcycler 480 
(Roche Diagnostics) y siguiendo las instrucciones del fabricante. Como genes de referencia para 
la posterior normalización de la expresión génica se utilizaron ß-2 microglobulina (B2M), 
hipoxantina-fosfo-ribosil-transferasa (HPRT1), proteína ribosomal 60S L13a (RPL13A), 
gliceraldehído fosfato-deshidrogenada (GAPDH) y ß-actina (ACTB). La expresión relativa de 
cada gen de interés fue normalizada con respecto a la expresión media de los genes control 
empleando la fórmula 2
-∆Ct
 = (2
-Ct (gen de interés)
/2
-Ct (genes control)
). La diferencia en la expresión génica 
entre dos condiciones se determinó calculando la ratio entre la expresión relativa del gen en 
cada una de ellas de acuerdo a la fórmula 2
- ∆Ct (Condición 1)
/2
- ∆Ct (Condición 2)
. Los arrays contenían 
además controles de contaminación de la muestra con ADN genómico (GDC) y de la eficiencia 
de las reacciones de transcripción reversa (RTC) y PCR (PPC).  
 
6.4.2. Validación de los resultados de los microarrays mediante qRT-PCR 
 Para validar los resultados de los microarrays de ADN seleccionamos una serie de genes 
y se diseñaron oligonucleótidos específicos para ellos utilizando el programa Primer Express 
oligo design (Applied BioSystems) (Tabla IV). En todos los casos estos oligonucleótidos 
generaban un amplicón de entre 80-120 pb. La qRT-PCR se realizó utilizando el sistema 
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Lightcycler DNA Master SYBR Green I kit (Roche Diagnostics) en un equipo Lightcycler 480) 
con el siguiente programa: desnaturalización de 3 minutos, seguida de 40 ciclos de 
amplificación de 10 segundos a 95°C y 7 segundos a 59°C. La expresión relativa de cada gen 
fue normalizada con respecto a la del gen de referencia succinato deshidrogenasa A (del ingles 
Succinate Deshydrogenase Complex, Subunit A, SDHA), empleando la fórmula 2
-∆Ct 
y el ratio 
fue calculado de la misma manera previamente detallada.  
 Para estudiar la expresión de EPHB4 en el grupo de muestras de tejido congelado, se 
utilizaron los oligonucleótidos incluidos en el array de qRT-PCR, proporcionados por el mismo 
proveedor (SuperArray Biosciences) y se realizó la qRT-PCR en el mismo equipo y con las 
condiciones anteriormente descritas. 
 
Tabla IV. Secuencias de oligonucleótidos utilizados para qRT-PCR. 










































7. ESTUDIOS DE SECRECIÓN DE CITOQUINAS Y QUIMIOQUINAS  
7.1. Arrays de anticuerpos inmovilizados en membrana 
 El medio condicionado de pericitos estimulados o no con LPS 1 µg/ml durante 4 horas se 
analizó con el sistema Human Cytokine Membrane-based Antibody Array kit I (RayBiotech), 
que permite una valoración relativa de la concentración de 23 citoquinas y quimioquinas. En el 
último paso sustituimos la estreptavidina conjugada con HRP proporcionada en el kit, por 10 
ng/ml de estreptavidina conjugada con IRDye800 (Rockland Immunochemicals). La señal 
fluorescente se detectó con el sistema Odyssey Infrared Imaging (Li-COR Biosciences) y se 
cuantificó usando un software específico (Li-COR Biosciences). 
 
7.2. Citometría de flujo 
 Para obtener datos cuantitativos, los medios condicionados se analizaron también con un 
sistema basado en bolas de diferentes tamaños que llevan unidos los anticuerpos 
correspondientes (Th1/Th2 FlowCytomix Multiplex kit, eBioscience) siguiendo el protocolo del 
fabricante. Este método permite la cuantificación de 11 citoquinas. Las muestras procesadas se 
analizaron en un citómetro FACSCalibur (BD Biosciences). 
 
8. INMUNOPRECIPITACIÓN DE Robo4 
 Se prepararon lisados celulares de HEK293, HEK293ROBO4 y pericitos con buffer de 
lisis IP Lysis Buffer (Thermo Scientific) al que se añadió un cóctel de inhibidores de proteasas 
(Thermo Scientific Pierce). Antes de realizar la transferencia Western, se realizó una 
inmunoprecipitación con el anticuerpo monoclonal anti-Robo4, clon 265703 (R&D Systems), 
usando bolas magnéticas anti-proteína G y columnas MS MACS en un separador MACS 
(Miltenyi Biotec).  
 
9. TRANSFERENCIA WESTERN  
 Las muestras se analizaron mediante electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil 
sulfato sódico (SDS-PAGE), utilizando geles de diferentes porcentajes según el tamaño de cada 
proteína. A continuación, las proteínas fueron transferidas por electroblotting a una membrana 
de nitrocelulosa utilizando al sistema iBlot Western Blotting System y los reactivos del kit iBlot 
Gel Transfer Stacks Nitrocellulose (Invitrogen Life Technologies). La membrana fue bloqueada 
con Odyssey Blocking Buffer (Li-COR Biosciences), durante 1 hora a temperatura ambiente. La 
membrana se incubó con el anticuerpo primario correspondiente durante 2 horas a temperatura 
ambiente o durante toda la noche a 4 °C y como control de carga se utilizó un anticuerpo anti-  
actina (Abcam). Tras varios lavados con PBS 0,05% Tween20 y con PBS, la membrana se 
incubó durante 40 minutos a temperatura ambiente con anticuerpos anti-IgG de ratón y anti-IgG 
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de conejo conjugados con IRDye800 o IRDye700 (Rockland Immunochemicals) y diluidos en 
solución de bloqueo 1/15000. Tras lavar de nuevo la membrana con PBS 0,05% Tween20 y 
PBS las bandas se visualizaron mediante el sistema de detección de fluorescencia Odyssey 
Infrared Imaging system.  
 
10. ENSAYOS FUNCIONALES  
10.1. Ensayos de adhesión 
10.1.1. Adhesión de pericitos a Slit2 inmovilizado en placa  
 Para comprobar la capacidad de unión de los pericitos a Slit2, se inmovilizó 5 µg/ml de 
Slit2 (R&D Systems) en una placa de 96 pocillos de fondo redondo mediante una incubación de 
18 horas a 4°C. Como control se utilizaron pocillos en los que se había inmovilizado PBS 5% 
BSA. Después de lavar con PBS y bloquear durante una hora a 37 °C con una solución PBS 1% 
BSA, se añadieron las células (1x10
4
 células/pocillo) resuspendidas en PM. Tras un periodo de 
incubación de 20 minutos a 37 °C, las células no adheridas se eliminaron mediante tres lavados 
sucesivos con PBS y se añadió 100 µl de medio basal a cada pocillo. Para cuantificar las células 
adheridas al pocillo se utilizó el sistema basado en bioluminiscencia CellTiter-Glo (Promega) 
añadiendo 100 µl del sustrato a cada pocillo y cuantificando con un luminómetro Infinite F200 
(Tecan). Los resultados se expresaron en RLU (unidades relativas de luminiscencia) 
 
10.1.2. Bloqueo de la adhesión a Slit2 
 En los ensayos de bloqueo de la adhesión de los pericitos a Slit2 las células previamente 
se incubaron a 4°C con 15 µg/ml de los anticuerpo anti-Robo1 (R5) y/o anti-Robo4 (ab10547) 
30 minutos antes de añadirlas a los pocillos con Slit2 inmovilizado (5 µg/ml). R5 es un 
anticuerpo contra el primer dominio Ig de Robo1 que inhibe su unión a Slit2 y el anticuerpo 
anti-Robo4 bloquea la interacción de Slit3 con Robo4. Como control se utilizó un anticuerpo 
anti-CD3 a la misma concentración (OKT3, Janssen-Cilag). Estos ensayos se realizaron por 
triplicado. 
10.1.3. Adhesión de células mononucleadas de sangre periférica a una 
monocapa de pericitos 
 Los pericitos fueron cultivados hasta alcanzar una confluencia del 100% en placas de 24 
pocillos y fueron o no tratados con 1 µg/ml de LPS durante 24 horas a 37°C, y se lavaron las 
células 3 veces con abundante PBS. Células mononucleadas de sangre periférica de donantes 
sanos marcadas con PKH26 (Sigma-Aldrich), se añadieron sobre la monocapa de pericitos a una 
concentración de 1,5 x10
5
 células por pocillo durante 2 horas a 37°C. Las células no adheridas 
se eliminaron mediante lavados con PBS
 
y se adquirieron imágenes de las células adheridas con 
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un microscopio invertido de epi-fluorescencia (Eclipse TS100-F). La cuantificación del ensayo 
se efectuó contando las células de cinco campos por pocillo.  
 
10.2. Ensayos de reorganización del citoesqueleto de actina 
 La reorganización del citoesqueleto en pericitos se estudió mediante tinción de los 
filamentos de F-actina con faloidina conjugada con Alexa Fluor 594 (Invitrogen Life 
Technologies). Para ello los pericitos se cultivaron en cámaras de cultivo de 8 pocillos Lab-Tek 
(Nunc) en los que se había inmovilizado 10 ng/ml de fibronectina (Preprotech). Al medio de 
cultivo se añadió 200 ng/ml Slit2 (R&D Systems) y/o 25 ng/ml de PDGFB. Tras un periodo de 
incubación de 5 horas a 37 °C, las células fueron fijadas con una solución de paraformaldehido 
al 2% y se permeabilizaron con 0,1% de Triton X-100. Tras dos lavados con PBS 1% BSA, se 
incubaron durante 20 minutos con una solución 0,5 μmol/L de faloidina conjugada con Alexa 
Fluor 594 en PBS 1% BSA. Por último, se añadió el medio de montaje Vectashield H-1200 
(Vector Laboratories) y las imágenes se adquirieron en un microscopio confocal TCS-SP5 
(Leyca Microsystems). 
 
10.3. Ensayos de migración celular (wound healing) 
 Para evaluar la capacidad migratoria de pericitos en presencia de Slit2 se realizó un 
ensayo de wound healing. Las células se cultivaron en placas de 96 pocillos hasta que 
alcanzaron una confluencia del 100%, y sobre la monocapa se trazó una línea con una punta de 
pipeta P-200. Después de lavar con PBS para eliminar las células desprendidas, se añadió medio 
de cultivo con 5 µg/ml de Slit2 (R&D Systems) y/o 25 ng/ml de PDFG-BB (Peprotech) y los 
pericitos se incubaron durante 8 horas a 37 °C. Cada experimento fue realizado por triplicado. 
Para capturar las imágenes se utilizó un microscopio invertido Eclipse TS100-F (Nikon). El área 
libre de células fue cuantificada con el software HoKaWo (Hamamatsu) al inicio y al final del 
experimento y los datos obtenidos se expresaron como porcentaje de superficie cubierta. 
 
10.4. Estudios de inmunofluorescencia de NF-κB 
 La translocación al nucleo del factor de transcripción NF-κB se valoró con el sistema 
Cellomics® NF-κB Activation HCS Reagent Kit (Thermo Scientific). Para ello los pericitos 
fueron sembrados en cámaras de cultivo celular Lab Tek (Nunc) y estimulados con 1 µg/ml de 
LPS durante 90 minutos. Posteriormente las células fueron fijadas con un 4% de 
paraformaldehido y permeabilizadas con 0,1% Triton X100 durante 10 minutos. Después de 
realizar varios lavados, las células fueron incubadas con un anticuerpo de conejo anti-NF-κB, 
seguido de un anticuerpo anti-conejo conjugado con IRDyLight 488 (Immunochem). Las 
imágenes se adquirieron con un microscopio confocal TCS SP5 (Leica Microsystems). 
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10.5. Inhibición de la activación de NF-κB y MAPK 
 Para los ensayos de inhibición de la actividad de NF-κB, los pericitos fueron pre-tratados 
durante 30 minutos con diferentes concentraciones (1-10 µM) del inhibidor SC-514 (Santa Cruz 
Biotechnology). Para bloquear la actividad de diferentes proteínas MAP quinasas (MAPK) 
tratamos los pericitos con los siguientes inhibidores a una concentración de 10 µM: 600125 
(inhibidor de JNK1-2), 98059 (inhibidor de MEK-1) y 203580 (inhibidor de p38). Tras el pre-
tratamiento, los pericitos se estimularon 90 minutos con 1 µg/ml de LPS.  
 
11. MUESTRAS TISULARES Y DATOS CLINICO-PATOLÓGICOS 
 Las muestras de tejido de pacientes con cáncer colorrectal metastático (CCR) que habían 
sido diagnosticados y tratados con bevacizumab y quimioterapia estándar fueron 
proporcionadas por el Departamento de Oncología Médica del Hospital Universitario Puerta de 
Hierro de Majadahonda, Madrid. La respuesta al tratamiento se valoró de acuerdo con los 
criterios de evaluación de tumores sólidos (RECIST, versión 1.1) junto con tomografía 
computerizada y se clasificó a los pacientes en respondedores y no respondedores. Se 




 Para la caracterización inmunohistoquímica (IHQ) de las muestras de CCR, se procedió a 
desenmascarar los antígenos mediante tratamiento con calor en una olla a presión durante 4 
minutos, en la solución de tampón citrato pH 6,0 Target Retrieval Solution (Dako). La actividad 
peroxidasa endógena se bloqueó durante 5 minutos con peróxido de hidrógeno 3%. La presencia 
de EphB4 se detectó con el anticuerpo anti-EphB4 (clon 3D7G8, Invitrogen Life Technologies) 
utilizando el kit VECTASTAIN ABC peroxidase (Vector Laboratories). Como sustrato 
cromogénico se utilizó DAB (Vector Laboratories) seguido de contratinción con hematoxilina. 
La puntuación de los niveles de EphB4 en la IHQ fue determinada por un patólogo especialista 
y representada por la suma de dos valores: el porcentaje de las células positivas (0-4, donde 0 = 
< 10%, 1 = 10-24 %, 2 = 25-49%, 3 = 50-74%, 4 = 75-100%) sumado al valor de la intensidad 
de las células positivas (0-4, donde 0 = no existe tinción, 1 = tinción casi imperceptible, 2 = 
tinción de intensidad baja, 3 = tinción de intensidad intermedia, 4 = tinción de alta intensidad) 
 
13. ANÁLISIS DE LOS DATOS DE LOS MICROARRAYS 
 Para la anotación funcional de los genes sobreexpresados significativamente en pericitos 
estimulados con LPS se usó el modelo de ontología génica (GO, del inglés, gene ontology) 
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(Ashburner et al., 2000) organizado en tres categorías: proceso biológico, función molecular y 
compartimento celular. La asignación de términos GO se realizó mediante la heramienta DAVID 
6.7 (http://david.abcc.ncifcrf.gov/), así como el análisis de enriquecimiento funcional de 
términos GO sobre-representados (Tabla XI). La significación estadística de dicho análisis se 
calculó con una modificación del test exacto de Fisher. Los valores de p obtenidos se 
corrigieron con diferentes estadísticos cada vez más restrictivos para minimizar la proporción de 
falsos positivos. Un valor FDR (False Discovery Rate) < 0,05 indica un enriquecimiento 
significativo. 
 
14. ESTUDIOS ESTADÍSTICOS 
 La media y la desviación estándar se calcularon mediante el programa Prism V 
(Graphpad Software). Para calcular la significación estadística se utilizó el test paramétrico t de 
Student o el no paramétrico Mann-Withney, considerándose un valor de p < 0,05 como 
estadísticamente significativo. Todos los experimentos fueron realizados por triplicado. En el 
estudio de la expresión de EPHB4 en pacientes de CCR se dividió a los mismos en grupos de 
alta o baja expresión en función del punto de corte establecido mediante curva ROC. La prueba 
de Fisher se utilizó en el análisis de las tablas de contingencia. Las curvas de supervivencia se 
generaron con el método Kaplan-Meier y se compararon con el estadístico log-rank (Mantel-
Cox). Se realizó un análisis por regresión de Cox para evaluar la importancia de los factores 






1. PAPEL DEL PERICITO EN LA RESPUESTA INFLAMATORIA 
1.1. Comparación del fenotipo de pericitos y células progenitoras 
mesenquimales 
 Dada la estrecha relación ontogénica existente entre pericitos y MSC nos planteamos 
realizar un estudio fenotípico comparativo mediante citometría de flujo utilizando una 
combinación de anticuerpos frente a diferentes marcadores de superficie, ya que no existe 
ninguno absolutamente específico de pericitos o MSC. Se evaluaron los niveles de expresión 
tanto de marcadores característicos de pericitos (PDGFR  y NG2) como de MSC (CD13 o 
aminopeptidasa N, CD73 o 5’-nucleotidasa y CD105 o endoglina) en ambos tipos celulares 
(Fig. 7a). La expresión de PDGFR  era inferior en MSC pero el resto de marcadores 
presentaron perfiles practicamente idénticos. Se comprobó también en pericitos la ausencia de 








1.2. Comparación del perfil transcripcional de pericitos y células 
progenitoras mesenquimales 
 Ya que la expresión de marcadores en membrana no permitía distinguir entre pericitos y 
MSC, se comparó el perfil transcripcional de ambos tipos celulares para identificar algún 
elemento diferencial a nivel de expresión génica. Para ello se utilizaron microarrays de ADN de 
Affymetrix que evalúan los niveles de expresión de 28.869 genes anotados (Human Gene 1.0 ST 
array). Del total, 607 genes (2,1%) tenían una expresión al menos dos veces mayor en pericitos 
que en MSC (ratio > 2, p < 0,05), y 42 genes (0,14%) tenían una expresión diez veces mayor 
(Tabla V). A la inversa, 882 genes (3,05%) se expresaban más del doble en MSC que en 
pericitos (ratio < 0,5, p < 0,05) y 78 genes (0,27%) lo hacían diez veces más.  
 En consonancia con el papel que juegan en la homeostasis de los vasos sanguíneos, los 
genes expresados preferentemente en pericitos incluyen diversos tipos de moléculas que 
participan en la angiogénesis: angiopoyetina 2 (ANGPT2), angiopoyetina 4 (ANGPTL4), 
endotelina 1 (EDN1), laminina 4 (LAMA4), laminina 5 (LAMA5), factor de crecimiento 
placentario (PGF), activador del plasminógeno tipo uroquinasa (PLAU), factor de crecimiento 
derivado de plaquetas A (PDGFA) y roundabout4 (ROBO4). Por su parte, los genes con 
mayores niveles de expresión en MSC incluyen moléculas relcionadas con la matriz 
extracelular, como colágenos (COL1A1, COL1A2, COL3A1, COL5A1, COL11A1, COL12A1), 
proteoglicanos (HSPG2, VCAN, LUM, GPC1, DCN, FMOD), proteasas de matriz extracelular 
(MMP-2, -3, y -8; ADAMTS-1, -4 y -9), fibulina-1 (FBLN1), matrilina-1 (MATN1) y lisil-
oxidasa (LOX).  
 Pero el dato más interesante fue la alta expresión relativa de TLR4 en pericitos con 
respecto a MSC (73,8 veces). Dado que la expresión de TLR4 no se ha documentado 
previamente en pericitos humanos, decidimos explorar la funcionalidad de la señalización vía 
LPS en este tipo celular. 
 
Tabla V: Genes expresados al menos diez veces más en pericitos que en MSC (ratio > 10) 
Gen Nº acceso Ratio Valor p FDR 
ZIC1 NM_003412 84,347 2,81E-16 1,17E-12 
TLR4 NR_024168 73,811 8,72E-16 2,12E-12 
SIX1 NM_005982 63,233 5,26E-16 1,39E-12 
EPB41L3 NM_012307 39,289 4,41E-15 6,42E-12 
EBF1 NM_024007 23,831 1,85E-14 1,68E-11 
TFAP2C NM_003222 22,265 4,14E-13 1,47E-10 
FAM49A NM_030797 21,474 7,46E-14 4,43E-11 
C5orf23 BC022250 21,317 1,23E-15 2,50E-12 
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PTGS1 NM_000962 19,319 5,14E-14 3,44E-11 
SEMA6D NM_153618 18,987 4,35E-12 9,05E-10 
TMEM156 NM_024943 18,525 3,62E-13 1,37E-10 
OLAH NM_018324 17,606 1,05E-10 1,09E-08 
SULT1E1 NM_005420 16,740 1,02E-12 3,01E-10 
GGT5 NM_001099781 16,659 5,16E-13 1,73E-10 
TBX15 NM_152380 16,610 1,84E-12 4,64E-10 
NPR3 NM_000908 16,599 2,69E-13 1,12E-10 
MYO1D NM_015194 16,139 1,45E-12 3,90E-10 
AOX1 NM_001159 15,915 2,52E-14 1,98E-11 
ITGA10 NM_003637 15,779 2,15E-14 1,74E-11 
LPAR4 NM_005296 15,381 2,89E-13 1,17E-10 
AJAP1 NM_018836 15,152 7,83E-12 1,46E-09 
IGFBP1 NM_000596 14,912 4,48E-12 9,18E-10 
HTR1F NM_000866 14,909 2,04E-14 1,74E-11 
SCUBE3 NM_152753 14,131 3,03E-09 1,72E-07 
UNQ3104 AY358109 13,360 4,39E-12 9,06E-10 
AFF3 NM_002285 13,185 6,48E-15 8,20E-12 
RNF182 NM_152737 13,088 6,05E-11 7,24E-09 
TRPC6 NM_004621 12,990 3,01E-12 6,83E-10 
IGFBP2 NM_000597 12,315 1,92E-11 2,93E-09 
KRT7 NM_005556 12,245 1,88E-11 2,90E-09 
G0S2 NM_015714 12,032 3,22E-13 1,28E-10 
MEOX2 NM_005924 11,972 3,62E-11 4,74E-09 
ITGBL1 NM_004791 11,935 8,38E-15 9,37E-12 
RARB NM_000965 11,857 4,53E-11 5,68E-09 
PODXL NM_001018111 11,472 4,13E-12 8,64E-10 
LY6K NM_017527 11,442 9,48E-13 2,90E-10 
TNFRSF1B NM_001066 10,565 9,31E-10 6,50E-08 
SORBS2 NM_021069 10,411 5,48E-11 6,68E-09 
NNAT NM_005386 10,338 5,31E-11 6,55E-09 
CYYR1 NM_052954 10,314 6,42E-11 7,59E-09 
MAOA NM_000240 10,219 2,60E-10 2,24E-08 
PTGER4 NM_000958 10,009 1,43E-12 3,88E-10 
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1.3. Expresión del receptor TLR4 y su complejo de señalización en pericitos 
 Para validar los resultados de los microarrays se procedió a evaluar la expresión del 
receptor TLR4 en la superficie de pericitos y MSC mediante citometría de flujo (Fig. 8). TLR4 
se expresa a niveles bajos aunque detectables en pericitos, pero no así en MSC. Aunque no se 
había observado un cambio significativo en los niveles de ARN de TLR4 en pericitos 
estimulados con LPS, se demostró un aumento de su expresión en la superficie celular pero no 
en MSC.  
 
 




Figura 9. Expresión de moléculas implicadas en la señalización por TLR4. Los anticuerpos anti-MyD88 
y anti-MD-2 detectaban bandas del tamaño esperado (35 kDa y 22 kDa respectivamente). No se pudo 




 MD-2 y CD14 forman parte del complejo de reconocimiento de LPS junto con TLR4. 
MyD88 es una proteína adaptadora que juega un papel clave en la cascada de señalización 
intracelular tras la activación de TLR4. La expresión de estas tres proteínas en pericitos se 
analizó por transferencia Western (Fig. 9). Se comprobó que los pericitos expresan MyD88 y 
MD-2, pero no así CD14. La estimulación con LPS no aumentaba la expresión de ninguna de 
estas proteínas. 
 
1.4. Análisis del perfil transcripcional de pericitos estimulados con LPS 
1.4.1. Microarrays de ADN 
 Para estudiar el efecto de LPS en la modulación de la expresión génica, se extrajo ARN 
total de pericitos estimulados o no durante 4 horas con 1 µg/ml de LPS para su análisis 
mediante microarrays de ADN. En los pericitos tratados con LPS, 76 genes fueron 
sobreexpresados más de dos veces (ratio > 2, p < 0,05), y 22 genes más de cinco veces (ratio > 
5) (Tabla VI).  
 
Tabla VI. Genes sobreexpresados en pericitos tratados con LPS (ratio > 5) 
Gen Nº acceso Ratio Valor p FDR 
CXCL10 NM_001565 59,39 3,66E-04 4,82E-01 
CCL20 NM_004591 38,33 1,03E-05 4,23E-02 
IL8 NM_000584 32,41 2,93E-06 2,11E-02 
CXCL1 NM_001511 23,04 1,73E-06 1,66E-02 
IL6 NM_000600 16,38 3,09E-03 9,99E-01 
CCL2 NM_002982 15,52 2,47E-08 7,11E-04 
TNFAIP3 NM_006290 15,08 5,19E-05 1,38E-01 
ICAM1 NM_000201 14,18 6,46E-05 1,43E-01 
IL1β NM_000576 12,66 4,10E-05 1,31E-01 
VCAM1 NM_001078 11,71 4,77E-06 2,75E-02 
PTGS2 NM_000963 10,99 1,02E-03 8,85E-01 
CXCL2 NM_002089 8,53 7,61E-06 3,65E-02 
TNFAIP2 NM_006291 8,52 1,27E-03 9,99E-01 
TNFAIP5 NM_002852 6,56 1,09E-04 2,08E-01 
TNFSF18 NM_005092 6,54 1,73E-06 1,66E-02 
TNFAIP6 NM_007115 5,93 3,69E-04 4,82E-01 
SELE NM_000450 5,83 4,36E-02 9,99E-01 
IL1α NM_000575 5,64 2,37E-02 9,99E-01 
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MX1 NM_002462 5,36 9,46E-02 9,99E-01 
LIF NM_002309 5,19 2,39E-03 9,99E-01 
SOD2 NM_001024465 5,15 1,02E-04 2,08E-01 
CLDN1 NM_021101 5,06 5,39E-03 9,99E-01 
CXCL6 NM_002993 5,02 1,42E-03 9,99E-01 
 
 De esos 22 genes, diez de ellos codificaban citoquinas y quimioquinas (CXCL10, CCL20, 
IL8, CXCL1, IL6, CCL2, IL1B CXCL2, IL1A y CXCL6) y tres genes codificaban moléculas de 
adhesión (ICAM1, VCAM, y SELE). Los genes TNFAIP-2, -3, -5 y -6, que codifican proteínas 
inducidas por TNF- , también fueron regulados positivamente, así como los de las enzimas 
prostaglandina endoperoxidasa sintasa 2 (PTGS2), también denominada COX-2, y superóxido 
dismutasa 2 (SOD2). Ningún gen anotado disminuyó su expresión significativamente tras el 
tratamiento con LPS.  
 Para la anotación funcional de los 76 sobreexpresados significativamente se utilizó la 
herramienta DAVID. Dentro de la categoría proceso biológico, los términos respuesta 
inflamatoria, defensa inmune y respuesta inmune fueron los que alcanzaron un enriquecimiento 
más significativo, con un valor FDR (false discovery rate) < 5×10
-14
. En la categoría función 
molecular, los términos que alcanzaron mayor significación estadística fueron actividad 
citoquina y actividad quimioquina, con un valor FDR < 5×10
-12
 (Tabla VII). 
 
Tabla VII: Anotación funcional de los genes modulados en pericitos estimulados con LPS 
Categoría  Nº/total % Valor p FDR 
PROCESO BIOLÓGICO     
GO:0006954~inflammatory response 22/65 30,99 7,98E-19 1,30E-15 
GO:0006952~defense response 27/65 38,03 8,29E-19 1,35E-15 
GO:0006955~immune response 27/65 38,03 1,40E-17 2,28E-14 
GO:0009611~response to wounding 24/65 33,80 8,35E-17 1,78E-13 
GO:0050900~leukocyte migration 10/65 14,08 4,98E-12 8,09E-09 
GO:0042330~taxis 13/65 18,31 9,55E-12 1,55E-08 
GO:0006935~chemotaxis 13/65 18,31 9,55E-12 1,55E-08 
GO:0006916~anti-apoptosis 14/65 19,72 1,08E-11 1,75E-08 
GO:0043066~negative regulation of apoptosis 16/65 22,54 6,85E-11 1,11E-07 
GO:0043069~negative regulation of 
programmed cell death 
16/65 22,54 8,35E-11 1,36E-07 
GO:0060548~negative regulation of cell death 16/65 22,54 8,68E-11 1,41E-07 
GO:0007626~locomotory behavior 14/65 19,72 3,80E-10 6,17E-07 
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GO:0042981~regulation of apoptosis 21/65 29,58 3,90E-10 6,33E-07 
GO:0043067~regulation of programmed cell 
death 
21/65 29,58 4,64E-10 7,54E-07 
GO:0010941~regulation of cell death 21/65 29,58 4,95E-10 8,04E-07 
GO:0006915~apoptosis 18/65 25,35 1,65E-09 2,67E-06 
GO:0012501~programmed cell death 18/65 25,35 2,06E-09 3,35E-06 
GO:0008219~cell death 19/65 26,76 3,33E-09 5,40E-06 
GO:0016265~death 19/65 26,76 3,71E-09 6,03E-06 
GO:0002237~response to molecule of bacterial 
origin 
9/65 12,68 6,34E-09 1,03E-05 
GO:0030595~leukocyte chemotaxis 7/65 9,86 1,83E-08 2,97E-05 
GO:0060326~cell chemotaxis 7/65 9,86 2,55E-08 4,14E-05 
GO:0007610~behavior 15/65 21,13 2,92E-08 4,74E-05 
GO:0031349~positive regulation of defense 
response 
8/65 11,27 4,83E-08 7,84E-05 
GO:0032496~response to lipopolysaccharide 8/65 11,27 7,02E-08 1,14E-04 
GO:0042127~regulation of cell proliferation 18/65 25,35 8,77E-08 1,42E-04 
GO:0048584~positive regulation of response to 
stimulus 
11/65 15,49 1,43E-07 2,33E-04 
GO:0002684~positive regulation of immune 
system process 
11/65 15,49 1,55E-07 2,52E-04 
GO:0009617~response to bacterium 10/65 14,08 2,84E-07 4,62E-04 
GO:0019221~cytokine-mediated signaling 
pathway 
7/65 9,86 9,13E-07 1,48E-03 
GO:0034097~response to cytokine stimulus 7/65 9,86 1,87E-06 3,04E-03 
GO:0016477~cell migration 10/65 14,08 5,55E-06 9,01E-03 
GO:0006928~cell motion 12/65 16,90 1,23E-05 2,00E-02 
GO:0048870~cell motility 10/65 14,08 1,31E-05 2,12E-02 
GO:0051674~localization of cell 10/65 14,08 1,31E-05 2,12E-02 
GO:0008284~positive regulation of cell 
proliferation 
11/65 15,49 2,23E-05 3,63E-02 
GO:0050727~regulation of inflammatory 
response 
6/65 8,45 2,88E-05 4,68E-02 
FUNCIÓN MOLECULAR     
GO:0005125~cytokine activity 17/57 23,94 8,58E-17 1,33E-13 
GO:0008009~chemokine activity 11/57 15,49 3,42E-15 4,21E-12 
GO:0042379~chemokine receptor binding 11/57 15,49 6,93E-15 8,43E-12 
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1.4.2. PCR cuantitativa (qRT-PCR)  
 Con el objeto de validar los datos de expresión génica obtenidos con los microarrays de 
ADN se seleccionaron cinco genes para su análisis mediante qRT-PCR en las mismas muestras 
de ARN: IL6, IL8, CXCL1, 2 y 3. El gen SHDA se utilizó para normalizar los datos y la 
especificidad de los oligonucleótidos se comprobó mediante secuenciación del producto de 
qRT-PCR. Los resultados confirmaron en todos los genes la tendencia observada en los 
microarrays (Fig. 10a), aunque en el caso del gen CXCL3 se detectó una sobreexpresión mayor 
mediante qRT-PCR. 
 
1.5. Expresión génica de pericitos estimulados con HMGB1 
 Para estudiar el efecto de HMGB1, ligando endógeno de TLR4, los pericitos se incubaron 
con diferentes concentraciones de HMGB1 recombinante durante 4 horas y los niveles de 
expresión de IL6 e IL8 se analizaron mediante qRT-PCR. Con la dosis más alta (10 g/ml) se 




Figura 10. A) Validación los resultados de los microarrays mediante análisis por qRT-PCR de la 
expresión de cinco genes relevantes modulados en pericitos tratados con LPS. B) Análisis por qRT-PCR 
de los niveles de IL6 y IL8 en pericitos estimulados con HMGB1. 
 
1.6. Producción de citoquinas y quimioquinas en pericitos estimulados con 
LPS y HMGB1 
 Para evaluar la sobreexpresión de los genes correspondientes se traducía a nivel de 
proteína, analizamos 23 citoquinas y quimioquinas en el medio condicionado de pericitos 
tratados o no con LPS o HMGB1 usando un sistema de arrays de anticuerpos inmovilizados en 
membrana (Fig. 11). Los pericitos secretan de forma basal niveles bajos de CXCL2, CXCL3, 
IL-8 y CCL2. La estimulación con LPS resultó en un aumento estadísticamente significativo de 







Figura 11. A) Perfil de secreción de citoquinas y quimioquinas en pericitos y MSC estimulados con 
1µg/ml de LPS, *= p < 0,05; **= p < 0,01. B) Perfil de secreción de citoquinas y quimioquinas en 
pericitos incubados durante 4 horas con 50 ng/ml LPS o 10 µg/ml HMGB1. C) Cuantificación de 
citoquinas en el medio de pericitos incubados con LPS. 
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 De hecho, se pudo demostrar un incremento en todas las proteínas representadas en los 
arrays de anticuerpos cuyos genes se sobreexpresaban más de cinco veces en los microarrays de 
ADN, excepto en el caso de IL-1 . Para corroborar estos datos, se realizó un ensayo 
complementario mediante citometría de flujo que permitía la cuantificación de citoquinas en el 
medio (Fig. 11c). Se observó un aumento de los niveles de IL-8 en el medio de pericitos 
tratados con LPS (1706 pg/ml) en comparación con las células no tratadas (68,51 pg/ml). Y 
aunque no se detectó IL-6 en el medio de los pericitos control, se alcanzaron niveles de 206,42 
pg/ml de IL-6 tras la estimulación con LPS.  No se pudo detectar la secreción de IL-1 , TNF-
o TNF-ß ni en condiciones basales ni en pericitos tratados con LPS. Dado que TLR4 no se 
expresaba en la superficie de MSC, su capacidad de respuesta a LPS debería ser limitada. De 
hecho, el tratamiento de MSC con LPS no produjo ningún cambio significativo en la secreción 
de citoquinas y quimioquinas al medio (Fig. 11a). 
 Por otro lado, la estimulación de los pericitos con HMGB1 dio lugar a la liberación de 
CXCL1, CXCL2, CXCL3, IL-8 y CCL2, aunque a niveles más bajos que los observados para 
LPS (Fig. 11b).  
 
1.7. Activación de NF-kB en pericitos tratados con LPS 
1.7.1. Translocación nuclear de NF-kB 
 TLR4 induce la activación de NF-kB en diferentes tipos celulares, pero la funcionalidad 
de esta vía en pericitos no había sido estudiada previamente. Ya que la activación de NF-kB 
provoca su translocación al núcleo, se analizó la localización subcelular de NF-kB mediante 
inmunofluorescencia en pericitos estimulados o no con LPS. En los pericitos control, NF-kB se 
localizaba principalmente en el citoplasma; sin embargo, la estimulación con LPS inducía la 
translocación de NF-kB desde el citoplasma al núcleo, como se observa en la figura 12a.  
 
1.7.2. Inhibición de NF-κB 
 Para comprobar si la ruta de NF-κB es relevante para la producción de mediadores 
inflamatorios en pericitos, las células se pretrataron con diferentes concentraciones del inhibidor 
de NF-κB, SC-514, antes de la estimulación con LPS. El tratamiento con SC-514 dio como 
resultado la inhibición de la sobreexpresión de los genes CXCL1, 2 y 3 (Fig. 12b) de manera 
dosis dependiente. Con la concentración más alta de SC-514 (10 M), los niveles de ARN de 
CXCL1, 2 y 3 disminuyeron entre un 70 y un 82% en relación a los de pericitos estimulados con 





Figura 12. A) La estimulación con LPS media la translocación al núcleo de NF-kB en perictos. La 
subunidad p65 de NF-kB se detecta en el citoplasma de los pericitos no estimulados (imagen de la 
izquierda) pero fundamentalmente en el núcleo tras la estimulación con LPS (imagen de la derecha). 
Aumento × 400. B) Supresión de la expresión génica de CXCL1, 2 y 3 en pericitos tratados con el 
inhibidor de NF-kB, SC-514, previamente a la estimulación con LPS. * p < 0,05 y ** p < 0,01. C) 
Niveles de expresión de CXCL1, 2 y 3 en pericitos tratados con inhibidores de MAPK antes de la 
estimulación con LPS. D) Transferencia Western para la detección del estado de fosforilación de p38 en 
pericitos estimulados con LPS. Como control positivo, las células fueron tratadas con anisomicina 10 µM. 
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1.8. Activación de MAPK en pericitos tratados con LPS 
1.8.1. Inhibición de MAPK 
 TLR4 puede activar otras vías alternativas a la de NF-κB como las que implican a 
proteínas MAP quinasas (MAPK). Para estudiar su posible contribución a la sobreexpresión de 
mediadores inflamatorios, se utilizaron inhibidores de varias vías MAPK: SB203580 (inhibidor 
de p38), SP600125 (inhibidor de JNK1-2) y PD98059 (inhibidor de MEK-1). Como se muestra 
en la figura 12c, ninguno de estos inhibidores afectó de forma estadísticamente significativa a la 
sobreexpresión de CXCL1, 2 y 3, aunque se apreció una tendencia a la disminución de los 
niveles de ARN con el inhibidor de p38. 
 
1.8.2. Detección de fosfo-p38 
 Para corroborar que no se producía activación de p38 en pericitos tras la estimulación con 
LPS, se estudió su estado de fosforilación en células tratadas con LPS a diferentes tiempos 
mediante transferencia Western. Así como la proteína p38 total se detectaba en todas las 
muestras, no fue posible visualizar la banda correspondiente a fosfo-p38 en ninguna de las 
muestras. Como control positivo se utilizaron pericitos tratados con anisomicina, un activador 
de la vía de p38, en los que se detectaba claramente fosfo-p38 (Fig. 12d). 
 
1.9. Expresión de ICAM-1 y VCAM-1 en pericitos tratados con LPS 
 A nivel de ARN habíamos demostrado un incremento en la expresión de genes que 
codificaban moléculas de adhesión (SELE, ICAM1, y VCAM1) en pericitos estimulados con 
LPS (Tabla VI). Para evaluar si esta modulación se producía también a nivel de proteína, se 
analizó la expresión de ICAM-1 y VCAM-1 mediante citometría de flujo en pericitos tratados 




Figura 13. Expresión de ICAM-1 y VCAM-1 en pericitos incubados con LPS a diferentes tiempos. 
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 Los pericitos no estimulados mostraban una expresión basal de ICAM-1 y VCAM-1 en 
superficie (41% y 10% de células positivas, respectivamente). A las 4 horas de tratamiento con 
LPS, la expresión de ambas proteínas se había incrementado, alcanzando su máximo a las 24 
horas, cuando la intensidad media de fluorescencia fue similar para ICAM-1 y VCAM-1 (80% y 
78% de células positivas, respectivamente). 
 
1.10. Adhesión de células mononucleadas de sangre periférica a pericitos 
tratados con LPS. 
 La relevancia biológica del aumento de expresión de ICAM-1 y VCAM-1 se confirmó 
con el incremento significativo de la adhesión de células mononucleadas de sangre periférica 
(PBMC) a pericitos tratados con LPS. En este ensayo las PBMC se marcaron con el colorante 
fluorescente PKH26 y se cultivaron sobre monocapas de pericitos que habían sido tratados o no 
con LPS (Fig. 14a). El número de PBMC adheridas se cuantificó mediante visualización directa 
bajo el microscopio de fluorescencia de cuatro campos diferentes.  
 Dado que los pericitos tienen expresión basal de ICAM-1 y VCAM-1, se apreció un 
mayor número de PBMC adheridas a la monocapa de pericitos que al plástico (57,3 +/- 3,8 y 
44,7 +/- 6,6, respectivamente, p = 0,045) El tratamiento de pericitos con LPS incrementó la 
adhesión de PBMC significativamente (118 +/- 19,7 células) en comparación con el plástico y 






Figura 14. Adhesión de células mononucleadas de sangre periférica a pericitos, tratadas o no con LPS. 
Las células adheridas en tres campos diferentes se cuantificaron bajo un microscopio de fluorescencia 
(x200 aumentos), * p < 0,05 y ** p < 0,001. 
 
2. MOLÉCULAS DE GUÍA AXONAL EN PERICITOS Y SU PAPEL EN 
ANGIOGÉNESIS 
2.1. Expresión de receptores de la familia Robo en pericitos 
2.1.1. PCR cuantitativa  
 De acuerdo a los datos de los microarrays de ADN, otro de los genes que se expresaba 
más en pericitos que en MSC era ROBO4, que codifica para uno de los receptores de las 
moléculas de guía axonal Slit. El nivel de expresión génica de los diferentes receptores Robo se 
analizó en pericitos mediante qRT-PCR. ROBO3 no presentaba niveles detectables de ARN, 
pero se comprobó la expresión de ROBO1, 2 y 4, siendo los niveles de ROBO1 y 4 los más 
elevados (Fig. 15a).  
 
2.1.2. Citometría de flujo 
 A continuación, quisimos analizar a nivel de proteína la expresión en membrana de los 
receptores Robo1 y Robo4 por citometría de flujo. A pesar de que los niveles de ARN para 
ambas moléculas era similares pudimos comprobar que Robo1 se expresaba en pericitos a un 
nivel medio-alto, mientras que Robo4 se expresa a niveles bajos (Fig. 15c).  
 
2.1.3. Inmunoprecipitación de Robo4 
 Para confirmar la expresión de Robo4 en pericitos, la proteína fue inmunoprecipitada y 
analizada mediante transferencia Western, utilizando un lisado de células 293ROBO4 como 
control positivo. Se pudo corroborar así la expresión de Robo4 en pericitos, que aparecía como 
una banda del peso molecular esperado (en torno a los 150 KDa) (Fig. 15d). 
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2.2. Expresión de la familia Slit en pericitos y células endoteliales 
 Mediante qRT-PCR se cuantificaron también los niveles de ARN de SLIT1, 2 y 3 en 
pericitos y en CE. Observamos expresión de SLIT2 en ambos tipos celulares y a unos niveles 
similares, mientras que la expresión de SLIT1 y SLIT3 era indetectable (Fig.15b). Estos datos 
sugieren que Slit2 producido de forma autocrina por los pericitos o paracrina por las CE, podría 




Figura 15. Los pericitos expresan Robo1, Robo2, Robo4 y Slit2. A) Análisis de los miembros de la 
familia ROBO por qRT-PCR en pericitos. B) Análisis de los miembros de la familia SLIT por qRT-PCR 
en CE y los pericitos. C) Expresión de Robo1 y Robo4 en la superficie de los pericitos. D) 
Inmunoprecipitación de Robo4 en pericitos y análisis por transferencia Western junto con diferentes 
concentraciones de lisado de células 293ROBO4 como control positivo. 
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2.3. Interacción de Slit2 con receptores de pericitos 
2.3.1. Ensayos de adhesión celular 
 Para comprobar si la proteína Slit2 puede unirse efectivamente a los receptores 
expresados en pericitos, se realizó un ensayo de adhesión celular a Slit2 inmovilizado, 
utilizando como control negativo albúmina sérica bovina (BSA). Los pericitos se añadieron a 
los pocillos correspondientes durante 20 minutos de incubación y tras una serie de lavados para 
eliminar las células no adheridas, se observó que su unión a Slit2 inmovilizado era al menos 
cuatro veces mayor que a BSA (p < 0,05) o plástico (p < 0,005) (Fig. 16a). 
 
2.3.2. Citometría de flujo 
 Con el fin de confirmar la unión de Slit2 a la superficie de pericitos, las células en 
suspensión fueron incubadas con Slit2 recombinante unido a una etiqueta peptídica de 
histidinas, seguido por un anticuerpo de ratón anti-histidinas y un anticuerpo anti-IgG de ratón 
marcado con PE. Mediante citometría de flujo se comprobó la unión de Slit2 a la superficie 
celular de pericitos, confirmando la presencia de receptores para el ligando Slit2. El control 
negativo se estableció incubando los pericitos con los dos anticuerpos mencionados en ausencia 




Figura 16. Interacción de Slit2 con la superficie de los pericitos. A) Adhesión de pericitos a Slit2 o a 
BSA inmovilizados en placa, * p < 0,05 y ** p < 0,01. B) Análisis por citometría de flujo de la unión de 
Slit2. 
 
2.4. Efecto funcional de Slit2 en pericitos 
2.4.1. Efecto sobre la migración celular 
 Se había documentado previamente en CE que la interacción de Slit2 con Robo4 podía 
inhibir su migración. Para estudiar si este efecto se producía también en pericitos, se realizaron 
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ensayos de wound healing con monocapas de pericitos en las que se había producido una 
solución de continuidad. Al cabo de 8 horas, los pericitos habían cubierto el 40% del área libre 
de células en presencia de PDGFB y el 30% sin PDGFB. Sin embargo, Slit2 producía un retraso 
significativo del cierre del área sin células, con una superficie cubierta durante el mismo periodo 
del 17% y del 13%, respectivamente (Fig. 17). Estos datos sugieren que la proteína Slit2 




Figura 17. A) Ensayo de wound healing en pericitos incubados en presencia o ausencia de Slit2 y 
PDGFB. B) La gráfica muestra el porcentaje de área cubierta por células, * p < 0,05 y ** p < 0,01.  
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2.4.2. Efecto sobre la reorganización del citoesqueleto de actina 
 Para estudiar el efecto de Slit2 sobre el citoesqueleto de actina, se cultivaron los pericitos 
en placas en las que se había inmovilizado fibronectina, en presencia o no de Slit2 y/o PDGFB 
solubles. A las 5 horas, los filamentos de actina se tiñeron con faloidina marcada con Alexa 
Fluor 594. Los pericitos no estimulados con PDFGB presentaban una conformación extendida y 
largas prolongaciones citoplasmáticas, con la actina empaquetada de forma más densa en los 
bordes de la célula y sin apenas presencia de filopodios o lamelipodios. La incubación con 
PDGFB producía una modificación en el citoesqueleto de actina que se traducía en un 
incremento considerable del número de lamelipodios y filopodios, lo que sugiere un fenotipo 
promigratorio. La adición de Slit2 previene la formación de estas estructuras en presencia de 




Figura 18. Imágenes de microscopía confocal en las que se observan los filamentos de actina de pericitos 
control (A y D), incubados con PDGFB (B y E) o con PDGFB y Slit2 (C y F). Aumento x630. Las 




2.4.3. Efecto de Slit2 sobre la activación mediada por PDGFR  
 Para comprobar si Slit2 estaba interfiriendo con la activación de PDGFR , se 
preincubaron los pericitos con PDGFB durante 10 minutos antes de añadir Slit2 durante otros 
30 minutos. La fosforilación de PDGFR  en presencia de PDGFB se analizó mediante 





Figura 19. Análisis por transferencia Western del efecto de Slit2 sobre la fosforilación de PDGFR . Slit2 
no produjo diferencias significativas en la activación del receptor PDGFR .  
 
 La incubación con Slit2 no afectaba a la activación del receptor en presencia de su 
ligando, y los niveles totales de PDGFR  tampoco se modificaban en presencia de Slit2 o 
PDGFB. El anticuerpo anti-PDGFR  detectaba una doble banda en las células tratadas con 
PDGFB, correspondiendo la banda de mayor peso molecular a fosfo-PDGFR . Este resultado 
sugiere que el efecto de Slit2 sobre pericitos es independiente del estado de activación del 
receptor PDGFR  (Fig. 19). 
 
2.5. Receptores Robo implicados en los efectos mediados por Slit2  
 Para determinar si la unión de Slit2 en la membrana de pericitos era mediada por un 
receptor Robo concreto, incubamos pericitos con anticuerpos bloqueantes anti-Robo1 y/o anti-
Robo4, antes de añadir las células a pocillos en los que se había inmovilizado Slit2.  
 Ambos anticuerpos inhibieron parcialmente la adhesión de pericitos a Slit2 inmovilizado, 
con unos porcentajes de un 44% con respecto al control para los pericitos tratados con el 
anticuerpo anti-Robo1 (p = 0,034) y de un 52% en el caso del anticuerpo anti-Robo4 (p = 
0,015). La combinación de ambos anticuerpos no produjo un efecto sinérgico significativo en 





Figura 20. Bloqueo de la adhesión de pericitos a Slit2 inmovilizado mediante preincubación con 
anticuerpos frente a Robo1 y/o Robo4. Los datos representan la ratio entre a la adhesión de los pericitos a 
Slit2 y BSA, * p < 0,05 y ** p < 0,01. 
 
3. Moléculas de guía axonal como biomarcadores de respuesta 
3.1. Comparación del perfil transcripcional de muestras de pacientes 
respondedores y no respondedores mediante arrays de qRT-PCR 
 Dado el importante papel de las moléculas de guía axonal en el proceso angiogénico, 
parecía probable que su expresión pudiera modular la respuesta a determinados agentes 
antiangiogénicos. Para comprobar esta hipótesis, se seleccionaron 25 pacientes diagnosticados 
con cáncer colorectal metastásico (CCR) que habían sido tratados con el anticuerpo monoclonal 
anti-VEGF bevacizumab y que estaban clasificados como respondedores o no respondedores a 
la terapia.  
 A partir de muestras de tejidos parafinados de estos pacientes, tanto de tumor como de 
mucosa normal, se aisló ARN para estudios de expresión génica mediante arrays de qRT-PCR. 
El análisis de los resultados de los arrays permitió identificar hasta 18 genes con expresión 
diferencial en pacientes respondedores y no respondedores (ratio > 2 o < 0,5) (Tabla VIII). De 
los 18 genes, 3 mostraban un incremento de expresión en el grupo de respondedores (ratio > 2) 
y 15 una expresión menor en dicho grupo (ratio < 0,5). Usando el test no paramétrico de Mann-
Whitney, se comprobó que la expresión del gen, EPHB4, era significativamente mayor en los 
pacientes que no respondían al tratamiento con bevacizumab (p = 0,045). Por el contrario, el 
gen que codifica para su ligando, EFNB2, no mostró ningún tipo de expresión diferencial. Las 
características clínico-patológicas de los pacientes agrupados según sus niveles de EPHB4 se 
muestran en la Tabla IX. Otros genes que mostraban una tendencia a la sobreexpresión fueron 
ANPEP (aminopeptidasa N, CD13), CCL11 (Eotaxina-1), ITGAV (integrina V, CD51) y 
VEGFA, (p < 0,1).  
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Tabla VIII. Lista de genes expresados diferencialmente entre pacientes respondedores y no 
respondedores a bevacizumab, ratio > 2 o < 0,5. 
Gen Ratio Valor p Nombre completo del gen 
ANPEP 2.843 0.09 Aminopeptidase N (CD13) 
BAI1 0.329 0.28 Brain-specific angiogenesis inhibitor 1 
CCL11 12.412 0.09 Chemokine (C-C motif) ligand 11. eotaxin-1 
COL4A3 0.478 0.355 Collagen. type IV. alpha 3 chain 
CXCL5 0.491 0.355 Chemokine (C-X-C motif) ligand 5 
EPHB4 0.446 0.045 EPH receptor B4 
EREG 0.451 0.44 Epiregulin 
FGF1 0.392 0.355 Fibroblast growth factor 1 
HAND2 0.465 0.440 Heart and neural crest derivatives expressed 2 
IGF1 0.429 0.440 Insulin-like growth factor 1 
IL1B 0.451 0.165 nterleukin 1. beta 
ITGAV 0.456 0.090 Integrin. alpha V chain (CD51) 
KDR 0.397 0.165 Kinase insert domain receptor 
MDK 0.491 0.440 Midkine (neurite growth-promoting factor 2) 
PTGS1 2.173 0.440 Prostaglandin-endoperoxide synthase 1 
THBS2 0.290 0.123 Thrombospondin 2 
TIMP2 0.502 0.217 TIMP metallopeptidase inhibitor 2 
VEGFA 0.342 0.064 Vascular endothelial growth factor A 
 
 
3.2. Asociación de EPHB4 con la respuesta terapéutica 
 Para comprobar si EPHB4 podría utilizarse como factor predictivo de respuesta al 
tratamiento con bevacizumab, se estableció el punto de corte en los niveles de expresión de 
EPHB4 mediante un análisis ROC (Receiver-Operating Characteristic) que permitió dividir a 
los pacientes en dos grupos, de alta y de baja expresión. Observamos que todos los pacientes del 
grupo de baja expresión de EPHB4 respondieron al tratamiento con bevacizumab, pero sólo un 
tercio de los pacientes del grupo de alta expresión de EPHB4 se encontraban entre los 
respondedores (p = 0,021, test de Fisher) (Tabla IX). La sensibilidad y la especificidad del 
modelo fueron del 100% y 77,78%, respectivamente. 
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Sexo n (%)  
Hombre 5 (38.5%) 3 (42.9%) 2 (33.3%)  
Mujer 8 (61.5%) 4(57.1%) 4 (66.7%) 1.0
1
 
Edad (años)  
media+/-DE 59+/-9.9 61.3+/-6.7 56.3 +/-13.6 0.30
2
 
Grado de diferenciación, n (%) 
Moderadamente diferenciado 7 (53.8%) 4 (57.1%) 3 (50%)  
Poco diferenciado 6 (46.2%) 3 (42.9%) 3 (50%) 1.0
1
 
Respuesta a bevacizumab, n (%) 
Si 9 (69.2%) 7 (100%) 2 (33.3%)  
No 4 (30.8%) 0 4 (66.7%) 0.021
1
 
Supervivencia, n (%)     
Si 5 (38.5%) 5 (71.4%) 0  





3.3. Asociación de EPHB4 con supervivencia 
 El test de Fisher permitió asociar la elevada expresión de EPHB4 con baja supervivencia 
global de los pacientes (p = 0,021). Ninguno de los pacientes con alta expresión de EPHB4 
sobrevivió al final del estudio, sin embargo, el 71,4% de los pacientes con reducidos niveles de 
EPHB4 sí lo hicieron. El valor de la mediana de la supervivencia de los pacientes con alta 
expresión de EPHB4 fue de 16 meses, mientras que en el caso de los pacientes con baja 
expresión de EPHB4 fue de 48 meses. Las curvas de supervivencia para ambos grupos se 
construyeron usando el método de Kaplan-Meier y se compararon entre sí mediante el test log-
rank (Fig. 21), demostrándose una diferencia estadísticamente significativa en la supervivencia 
de los pacientes con niveles elevados y reducidos de EPHB4 (p = 0,012). Estos resultados 
fueron confirmados con el modelo de regresión de Cox (p = 0,031). La influencia de la 
expresión de EPHB4 en la supervivencia era independiente de la edad, género y grado 
histológico del tumor. Para distinguir si los niveles de EPHB4 tenían un verdadero valor 
predictivo de respuesta al tratamiento y no un valor pronóstico independiente del mismo, 
analizamos la expresión de EPHB4 en muestras de un grupo independiente de 21 pacientes con 
CCR metastásico que habían sido tratados con quimioterapia pero no con bevacizumab, y 




Figura 21. Curvas de supervivencia de los pacientes tratados con bevacizumab según sus 
niveles de expresión de EPHB4 (p = 0,021).  
 
 No se detectaron diferencias significativas en la supervivencia global de este grupo de 
pacientes de acuerdo a los niveles de ARN de EPHB4 (p = 0,253). Estos datos en su conjunto 
sugieren que la expresión de EPHB4 podría ser útil como biomarcador predictivo para la 
respuesta al tratamiento con bevacizumab. 
 
3.4. Validación inmunohistoquímica de los arrays de qRT-PCR  
 Para validar los resultados obtenidos con los arrays de qRT-PCR a nivel de proteína, se 
realizó un estudio inmunohistoquímico en las mismas muestras de tejido de las que se había 
extraído ARN. La expresión de EphB4 fue significativamente mayor, de intensa a moderada, en 
las secciones tisulares del grupo de pacientes de expresión elevada de EPHB4, en comparación 
con los pacientes del grupo de reducida expresión, en el que la tinción de EphB4 fue débil o 
ausente. La figura 22a muestra el control negativo en el que se ha omitido el anticuerpo 
primario anti-EphB4. Las imágenes 22b, 22c y 22d, muestran diferentes niveles de intensidad 
de la tinción de EphB4. EphB4 aparecía de forma difusa en el citoplasma de las células, aunque 
a mayor aumento (400x) se podía observar una tinción discontinua de la membrana basolateral, 
más llamativa en las muestras con mayor expresión de EPHB4, (Fig. 22e, 22f). Las diferencias 
en las valoraciones del nivel de tinción de las muestras de los grupos de baja y alta expresión de 
EPHB4 fueron estadísticamente significativas (t de Student, p = 0,002) (Fig. 22g). Por otra 
parte, los niveles de tinción valorados por IHQ se correlacionaron significativamente con los 





Figura 22. Validación inmunohistoquímica de la expresión de EphB4 A) Control negativo. B-D) 
Diferentes niveles de tinción de EphB4. Amplificación x400. E y F) Ampliación de las imágenes B y C. 
F) Imagen que muestra la tinción de la membrana basolateral discontinua. G) Puntuaciones IHQ (media ± 
DE) de las muestras de baja/alta expresión de EPHB4. 
 
3.5. Comparación del perfil transcripcional de muestras de tejido sano y 
tumoral 
 Aunque el principal objetivo de este trabajo era la identificación de biomarcadores 
predictivos de respuesta a bevacizumab en muestras tumorales, se analizaron conjuntamente 
bloques de mucosa de colon normal de los mismos pacientes. En total se obtuvieron muestras de 
tejido sano de 10 pacientes de las que se extrajo ARN y se analizaron mediante arrays de qRT-
PCR comparando su perfil de expresión génica con el de las muestras de CCR, identificando 
mediante la prueba U de Mann-Whitney dos genes, THBS2 y ANPEP, expresados 
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diferencialmente a niveles estadísticamente significativos (p = 0,019) entre el tejido tumoral y el 
sano (Tabla X). 
 
Tabla X. Genes expresados diferencialmente en tejido tumoral y sano.  
Gen Ratio Valor p Nombre completo del gen 
ANPEP 0.463 0.019 Aminopeptidase N (CD13) 
CXCL10 2.322 0.266 Chemokine (C-X-C motif) ligand 10 
CXCL5 2.256 0.412 Chemokine (C-X-C motif) ligand 5 
EREG 3.868 0.292 Epiregulin 
IGF1 2.068 0.242 Insulin-like growth factor 1 
IL-8 2.356 0.558 Interleukin 8 
MMP9 2.618 0.061 Matrix metallopeptidase 9 
PTGS1 0.339 0.380 Prostaglandin-endoperoxide synthase 1 







1. PERICITOS, NUEVOS PARTICIPANTES EN LA RESPUESTA INMUNE  
 A pesar de que los pericitos fueron descritos por primera vez hace casi ciento cincuenta 
años, su papel ha estado limitado en general al meramente estructural. En la actualidad se acepta 
que los pericitos son reguladores clave de la morfogénesis vascular en el desarrollo de los vasos 
sanguíneos y participan activamente en el control de la homeostasis y en la maduración y 
estabilización de los vasos en el adulto, pero solo muy recientemente se han empezado a 
estudiar funciones que van más allá de su estrecha interacción con la CE. 
 Con el objetivo de ampliar el conocimiento sobre aspectos funcionales del pericito nos 
propusimos comparar su perfil transcripcional con el de las MSC. Este estudio comparativo 
surge del creciente número de trabajos que relacionan ambos tipos celulares desde el punto de 
vista ontogénico, relación que se traduce en gran medida a nivel fenotípico. Para buscar 
diferencias en el perfil de expresión génica de pericitos y MSC que pudieran orientarnos hacia 
nuevas funciones del pericito, utilizamos microarrays de ADN. Entre los genes más 
representados en pericitos en relación con MSC se encontraba TLR4, el clásico receptor de 
moléculas PAMP (como LPS) y DAMP (como HMGB1). Este dato resultaba de gran interés, ya 
que de confirmarse su expresión en la membrana de los pericitos conferiría a éstos un más que 
probable papel en la respuesta inflamatoria. En la literatura previa solo existen cuatro trabajos, 
de dos grupos diferentes, que hayan documentado algún tipo de respuesta de pericitos a LPS 
(Edelman et al., 2006b, 2007a, 2007b; Kovac et al., 2011) sin llegar a estudiar la expresión de 
TLR4 en membrana y utilizando células procedentes de rata o de ratón. En el caso de las 
moléculas DAMP, no existe información alguna sobre la capacidad de respuesta de pericitos de 
cualquier especie. Esta situación contrasta con la de las CE, cuya implicación en el desarrollo de 
los procesos inflamatorios ha sido ampliamente estudiada en numerosos trabajos (Danese et al., 
2007; Mai et al., 2013; Young, 2012). 
 Al analizar mediante citometría de flujo la expresión de TLR4 en la superficie 
demostramos por primera vez la expresión de TLR4 en pericitos humanos. Curiosamente y a 
pesar de que los niveles de ARN de TLR4 eran similares a los de SDHA, la expresión de la 
proteína resultó ser relativamente modesta. Esta observación podría estar relacionada con la 
presencia del receptor en compartimentos intracelulares, tal como se ha documentado en células 
epiteliales humanas, que sin embargo conservan la capacidad de responder a LPS (Guillot et al., 
2004). La estimulación con LPS produce un aumento de la expresión de TLR4 en la superficie 
de los pericitos, a pesar de que no se observaron cambios a nivel de ARN, lo que podría apoyar 
la teoría de una posible relocalización de la proteína desde compartimentos intracelulares hacia 
la membrana plasmática.  
 La expresión de TLR4 por sí sola, no implica directamente una capacidad de respuesta a 
LPS o a HMGB1. Gracias a estudios sobre la activación de TLR4 en monocitos y macrófagos, 
se conoce que para generar una respuesta efectiva a LPS, es necesaria la participación de un 
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repertorio de moléculas que facilitan la activación de TLR4 y la posterior señalización 
intracelular. Entre estas moléculas se encuentran las proteínas MD-2 y CD14 que forman el 
complejo receptor junto con TLR4. y la proteína adaptadora MyD88 que promueve la 
transducción de la señal (Medzhitov, 2007). La expresión de estas moléculas en pericitos no 
estaba previamente documentada, así que procedimos a estudiarla mediante transferencia 
Western, comprobando que los pericitos expresan constitutivamente MD-2 y MyD88, pero no 
CD14. El receptor CD14 se puede encontrar como receptor de membrana unido mediante un 
anclaje GPI o de forma soluble (sCD14). Dado que las CE no expresan tampoco CD14 en su 
membrana, y su capacidad de respuesta a LPS está ampliamente reconocida, se ha sugerido que 
requieren la presencia del sCD14 del plasma (Pugin et al., 1993). En nuestros experimentos los 
pericitos se han tratado con LPS en ausencia de suero, así que se puede asumir que la activación 
del complejo receptor TLR4 que caracterizamos es independiente de CD14.  
 Se ha descrito que la cascada de señalización puesta en marcha por TLR4 se traduce en la 
activación del factor de transcripción NF- B y/o de diferentes MAP quinasas (MAPK). La 
translocación nuclear de NF- B en pericitos tratados con LPS demuestra la activación de este 
factor de transcripción, aunque no pudimos demostrar la implicación de las proteínas MAPK 
analizadas (JNK1-2, MEK1 y p38) en la respuesta a LPS. Este dato contrasta con lo publicado 
sobre las CE, ya que se ha descrito la activación de p38 tras la estimulación con LPS tanto en 
células HUVEC como en células endoteliales de microvasculatura (Li et al., 2012; Yan et al., 
2002).  
  TLR4 es también el receptor de diferentes ligandos endógenos como HMGB1. El efecto 
proinflamatorio de HMGB1 ha sido descrito en diversos tipos celulares, incluyendo monocitos 
(Andersson et al., 2000; Yang et al., 2010a), neutrófilos (Park et al., 2003a), células dendríticas 
(Messmer et al., 2004), células endoteliales (Treutiger et al., 2003) y fibroblastos (Rossini et al., 
2008). En este trabajo, demostramos que los pericitos también pueden ser activados por 
HMGB1, aunque su efecto sobre la expresión génica y la secreción de proteínas es inferior al 
producido por LPS, como ya se había observado en células HUVEC (Treutiger et al., 2003). De 
hecho, se ha propuesto que HMGB1 solo es capaz de ejercer su efecto pro-inflamatorio cuando 
forma un complejo con LPS (Youn et al., 2008). Por otro lado, también se ha sugerido que la 
activación óptima de TLR4 mediada por HMGB1 requiere la presencia de CD14, al menos en 
macrófagos murinos (Kim et al., 2013).  
 El estudio mediante microarrays de ADN del perfil transcripcional de pericitos 
estimulados con LPS reveló un patrón clásico de respuesta a estímulos pro-inflamatorios, con la 
sobreexpresión de genes de citoquinas, quimioquinas y moléculas de adhesión. A nivel de 
proteína demostramos la secreción de CXCL1, CXCL2, CXCL3, IL-8, CCL2 e IL-6 al medio 
condicionado de pericitos tratados con LPS. Curiosamente, el patrón de citoquinas y 
quimioquinas producidas por los pericitos humanos es diferente al de pericitos de ratón, 
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recientemente publicado (Kovac et al., 2011). En dicho estudio, la estimulación con LPS daba 
lugar a un incremento significativo en la producción de IL-1α, TNF-α, IL-3, IL-10, IL-12 (p70), 
IL-13, G-CSF, GM-CSF y CCL5, que fueron indetectables en el nuestro. Tanto los pericitos de 
ratón como los humanos producían CCL2 y CXCL1 en respuesta a LPS, pero en ningún caso 
hubo secreción detectable de IL-1β, IL-2, IL-4 o IL-5. Estos datos apoyan la hipótesis de que 
existen diferencias entre especies en la respuesta inflamatoria de los pericitos, como ya se ha 
documentado en las CE (Pober and Tellides, 2012).  
 Por otra parte, el perfil de los genes sobreexpresados en pericitos humanos tratados con 
LPS es muy similar al de las CE. Así, se ha documentado que el LPS induce en CE de la arteria 
coronaria humana (HCAEC) la liberación de IL-6, IL-8 y CCL2 pero no de IL-1α, TNF-α o IL-
10 (Zeuke et al., 2002), al igual que sucede en pericitos. Curiosamente, en el mismo trabajo 
sobre HCAEC se documentó un incremento de ARN de IL-1α, IL-1β y TNF-α que no se tradujo 
a nivel de proteína, fenómeno similar al que hemos observado en pericitos. 
 CXCL1, CXCL2, CXCL3 e IL-8 pertenecen a la familia de quimioquinas CXC con un 
motivo ELR N-terminal que poseen un conocido efecto pro-angiogénico (Keeley et al., 2011). 
Los receptores para estas quimioquinas son CXCR1 y CXCR2, que se expresan en la superficie 
de las CE (Li et al., 2002; Singh et al., 2011). En un trabajo reciente se observó que el 
knockdown específico de CXCR1 y/o CXCR2 en CE humanas inhibe su supervivencia, 
proliferación y migración, así como de la formación de capilares in vitro (Singh et al., 2011). 
Por su parte, CCL2 es el miembro de la familia de quimioquinas CC mejor estudiado como 
mediador de procesos de neovascularización.  Se ha demostrado que las CE también 
expresan el receptor de CCL2, CCR2 que media la quimiotaxis y la formación de estructuras 
capilares en respuesta a CCL2 tanto in vitro (Gálvez et al., 2005; Stamatovic et al., 2006) como 
in vivo (Goede et al., 1999). El perfil de secreción de quimioquinas por parte de los pericitos en 
presencia de un estímulo proinflamatorio puede arrojar nueva luz sobre las interacciones CE-
pericito, sugiriendo un papel dual de los pericitos en función de su estado de activación. En 
condiciones fisiológicas normales, los pericitos son esenciales para la estabilidad del endotelio 
en reposo (Barlow et al., 2013); sin embargo, los pericitos activados podrían actuar como 
promotores de la angiogénesis durante los procesos inflamatorios. 
 Las quimioquinas secretadas por los pericitos pueden potenciar el reclutamiento de 
leucocitos a los lugares de inflamación, como se ha documentado ampliamente para las CE. Los 
receptores CXCR1 y CXCR2, además de expresarse en CE lo hacen en neutrófilos, monocitos, 
ciertos subtipos de células T, células NK, basófilos y mastocitos. El receptor CCR2, se expresa 
en monocitos, células B, células T activadas y células dendríticas. De hecho un estudio reciente 
revela que los pericitos peritumorales son capaces de modular la composición del infiltrado 
inflamatorio gracias a la secreción de CCL2 en melanoma humano (Samaniego et al., 2013). 
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 En los pericitos activados con LPS se detectó además la sobreexpresión de las moléculas 
de adhesión ICAM-1 y VCAM-1. Un trabajo reciente ha demostrado que los pericitos pueden 
facilitar la transmigración de los neutrófilos a través de las paredes de las vénulas postcapilares 
en respuesta a estímulos proinflamatorios in vivo, de una manera dependiente de la expresión de 
ICAM-1 (Proebstl et al., 2012; Wang et al., 2012). Es más, los pericitos son capaces de 
“instruir” con señales migratorias a neutrófilos y monocitos durante el proceso de extravasación 
(Stark et al., 2013). 
 Por otro lado, los pericitos también pueden interaccionar con las células T y modular la 
respuesta inmune adaptativa. Así, la sobreexpresión de VCAM-1 por parte de pericitos de 
cerebro humano estimulados con TNF-α, incrementaba la adhesión de células T (Verbeek et al., 
1995). Más recientemente se ha descrito que los pericitos de retina son capaces de inhibir la 
proliferación de las células T (Tu et al., 2011) y se ha demostrado que los pericitos de placenta 
pueden regular negativamente la activación de las células T (Maier and Pober, 2011). De la 
misma manera pero en un contexto diferente, se ha podido comprobar como los pericitos 
derivados de tumor son capaces de inducir un estado de anergia en las células T (Bose et al., 
2013).  
 Los pericitos están estrechamente relacionados con las MSC, a las que se ha atribuido una 
función inmunosupresora (Nauta and Fibbe, 2007), en sintonía con los trabajos comentados 
anteriormente. Sin embargo, en un contexto inflamatorio ambas células podrían dar lugar a 
efectos diferentes. Hemos demostrado que los pericitos estimulados con LPS promueven 
fenómenos inflamatorios mediante la sobreexpresión de una serie de factores solubles y 
moléculas de membrana. Sin embargo, las MSC parecen tener un efecto anti-inflamatorio y 
mejoran la supervivencia de los ratones en diferentes modelos de sepsis inducida por LPS 
(Gonzalez-Rey et al., 2009; Matthay et al., 2010; Xu et al., 2007).  
 En conclusión, la activación de los pericitos mediante LPS o HMGB1 pone en marcha un 
complejo programa pro-inflamatorio y pro-angiogénico en un contexto de infección o de 
inflamación estéril, respectivamente. Los pericitos pueden por tanto considerarse miembros 
activos en la respuesta immune. 
 
2. PERICITOS Y MOLÉCULAS DE GUÍA AXONAL, IMPLICACIONES EN 
UN CONTEXTO ANGIOGÉNICO  
 ROBO4 era otro de los genes, que de acuerdo a los datos de los microarrays de ADN, se 
expresaba con más abundancia en pericitos que en MSC. Como la presencia de Robo4 en 
pericitos no se había descrito previamente, decidimos estudiar su expresión en membrana y las 
consecuencias funcionales de su interacción con el ligando Slit2. De los tres miembros de la 
familia Slit, seleccionamos Slit2 porque era el único cuya expresión a nivel de ARN se 
demostró tanto en pericitos como en CE. Dos trabajos previos con VSMC de aorta humana y de 
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las vías respiratorias de rata habían demostrado que Slit2 inhibía su migración (Liu et al., 2006) 
(Ning et al., 2011), y este mismo efecto fue el que observamos en pericitos. 
 Sin embargo, Robo4 no es el único receptor de Slit2 presente en pericitos, ya que también 
pudimos detectar la expresión de Robo1. De hecho, la capacidad de Robo4 para unirse a Slit2 se 
encuentra actualmente cuestionada. Los miembros de la familia Slit2 son proteínas 
multidominio con repeticiones ricas en leucina (LRR). Los receptores Robo pertenecen a la 
superfamilia de las inmunoglobulinas, y Robo1, Robo2 y Robo3 presentan en su porción 
extracelular cuatro o cinco dominios Ig, mientras que Robo4 solo conserva dos. Se ha descrito 
que la interacción Robo1-Slit2 tiene lugar entre el segundo dominio LRR de Slit 2 y los dos 
dominios Ig N-terminales de Robo1 (Morlot et al., 2007), ausentes en Robo4.  
 Esto no impidió que en uno de los primeros trabajos en los que se describió Robo4, Park 
et al. demostraran la coinmunoprecipitación de Robo4 y Slit2-myc y que el medio condicionado 
de células HEK-Slit2-myc inhibía la migración de HEK transfectadas con Robo4, pero no de las 
HEK control. Más recientemente, se documentó que Slit2 inhibía la migración y la formación 
de estructuras de tipo capilar en CE aisladas de ratones Robo4
+/+
, pero este efecto no se 
observaba en las de ratones Robo4
AP/AP
 en los que se había sustituido el gen ROBO4 por el de la 
fosfatasa alcalina (del inglés Alkaline Phosphatase, AP) (Jones et al., 2009). La activación de 
Robo4 por Slit2 inhibiría la cascada de señalización puesta en marcha por VEGF, disminuyendo 
la permeabilidad de los vasos, estabilizando la vasculatura y evitando la angiogénesis aberrante 
en un modelo de retinopatía en ratones Robo4
+/+
, pero no en Robo4
AP/AP
. En otro trabajo del 
mismo grupo, la administración exógena del fragmento activo N-terminal de Slit2 era capaz de 
inhibir de forma dependiente de Robo4 la hiperpermeabilidad vascular inducida por LPS in 
vivo, incrementando la superviviencia de los ratones  Robo4
+/+
 (London et al., 2010).
 Aunque estos estudios sugieren una interacción directa entre Robo4 y Slit2, otros grupos 
no han conseguido demostrarla. Así, se observó la unión a Robo1 de Slit-1, -2, y -3 mediante 
inmunoprecipitación y BiaCore, pero no a Robo4 (Suchting et al., 2005). En un trabajo más 
reciente se analizó la unión de una librería de proteínas secretadas y dominios extracelulares a 
Robo4-Fc, y sorprendentemente la interacción más específica se producía entre Robo4 y 
UNC5B, conocido como receptor de netrinas (Koch et al., 2011). Es más, se comprobó por SPR 
(Surface plasmon resonance) que Robo4 y la netrina1 se unían a diferentes dominios de 
UNC5B, pero no se observó unión de Robo4 a Slit2. 
 Para añadir más complejidad al tema, algunos autores plantearon la posible formación de 
heterodímeros Robo1-Robo4 capaces de unir Slit 2 al observar la coinmunoprecipitación de 
ambos receptores (Sheldon et al., 2009) (Kaur et al., 2008).  
 En este contexto, los datos obtenidos con los anticuerpos bloqueantes anti-Robo1 y anti-
Robo4 en ensayos de inhibición de la unión de pericitos a Slit2 ofrecen interesantes 
implicaciones. Con cada uno de ellos por separado se apreció una inhibición significativa pero 
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no total de la adhesión a Slit2. Esto supone que Robo4 expresado por pericitos participa 
efectivamente en la unión a Slit2, apoyando los trabajos previos en los que se describe dicha 
interacción. Sin embargo, la combinación de ambos anticuerpos no tuvo ningún efecto aditivo. 
 Este hecho puede ser atribuido a la contribución de otros potenciales receptores distintos 
de los de la familia Robo. Alternativamente, esta observación sería compatible con la formación 
de heterodímeros Robo1-4, con los anticuerpos compitiendo por la unión a epítopos solapantes.  
Como se comentó en la introducción, se ha descrito una serie moléculas solubles y de 
membrana que modulan la interacción pericito-CE, promoviendo la estabilización de dicha 
interacción y el mantenimiento de vasos quiescentes, o favoreciendo su desestabilización como 
parte del proceso angiogénico. Con este trabajo, proponemos la vía Slit2/Robo como un nuevo 
componente implicado en esta regulación. 
 
3. MOLÉCULAS DE GUÍA AXONAL COMO POTENCIALES 
BIOMARCADORES PREDICTIVOS 
 Uno de los principales problemas a los que se enfrentan las terapias antiangiogénicas es la 
resistencia intrínseca o adquirida al tratamiento. El avance en el conocimiento de los 
mecanismos implicados y la identificación de biomarcadores predicativos de respuesta a dichos 
tratamientos resultan por tanto necesarios. Nuestro estudio con pacientes de CCR tratados con el 
anticuerpo monoclonal anti-VEGF bevacizumab sugiere que los pacientes con niveles elevados 
de EPHB4 serían menos susceptibles a beneficiarse de esta terapia. 
 EphB4 y su ligando efrinaB2 intervienen en la diferenciación arteriovenosa durante el 
desarrollo embrionario y regulan la formación y maduración de nuevos vasos sanguíneos en el 
adulto, tanto en condiciones fisiológicas como patológicas (Noren et al., 2006; Wang et al., 
2010). De hecho, la inhibición de la señalización EphB4-efrinaB2 con formas truncadas 
solubles del receptor (sEphB4), anticuerpos monoclonales anti-EphB4 o anti-efrinaB2, 
inhibidores tirosín-kinasas de EphB4 o péptidos antagonistas reduce la angiogénesis y el 
crecimiento tumoral en modelos preclínicos de distintos tipos de cáncer (Djokovic et al., 2010; 
Kertesz et al., 2006; Krasnoperov et al., 2010; Martiny-Baron et al., 2010; Noberini et al., 2011; 
Abengozar et al., 2012; Ferguson et al., 2013; Hasina et al., 2013). 
 Ya que esta vía es independiente de la de VEGF-VEGFR, el tratamiento combinado con 
anticuerpos anti-VEGF y anti-efrinaB2 o EphB4 soluble incrementa el efecto terapéutico en un 
modelo de glioblastoma humano (Li et al., 2011). Un estudio reciente en un modelo de 
mesotelioma demostró que la combinación de sEphB4 con bevacizumab no solo tenía un efecto 
mayor que el de cada agente por separado sino que promovía la regresión tumoral completa (Liu 
et al., 2013) Es más, el bloqueo de la señalización EphB4-efrinaB2 conseguía revertir la 
resistencia a la terapia anti-VEGF in vivo, lo que apoya la existencia de una sinergia entre las 
dos vías (Li et al., 2011). Este trabajo sustenta la hipótesis de que la expresión elevada de 
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EPHB4 podría compensar la inhibición de la angiogénesis mediada por bevacizumab, en clara 
concordancia con el resultado de nuestro estudio, en el que los pacientes con expresión reducida 
de EPHB4 son más sensibles al bloqueo de VEGF. 
 Además de su papel en angiogénesis, la expresión de EPHB4 tiene un efecto funcional 
directo sobre el tumor (Kumar et al., 2009; Liu et al., 2002; Stephenson et al., 2001), y niveles 
elevados de EPHB4 se han correlacionado con progresión de la enfermedad y reducción de la 
supervivencia (Kumar et al., 2007, 2009; Noren and Pasquale, 2007). Esta función promotora de 
tumor se puso de manifiesto en los ratones dobles trangénicos para EPHB4 y neuT (homólogo 
de HER2), que desarrollaban carcinomas de mama más rápidamente que los ratones neuT y que 
a diferencia de éstos presentaban metástasis pulmonares (Munarini et al., 2002).  
 Este no deja de ser un tema controvertido, ya que otros estudios postulan a EPHB4 como 
un factor supresor de tumores (Dopeso et al., 2009; Noren et al., 2006), de modo que los niveles 
reducidos de EPHB4 en pacientes con CCR se relacionarían con mal pronóstico. En otro 
trabajo, la pérdida de expresión de EPHB4 se correlaciona con el grado de malignidad en 
pacientes con CCR (Davalos et al., 2006). Es más, en ratones Apc [Min/+] (modelo de poliposis 
adenomatosa familiar) que desarrollan espontáneamente adenomas en el intestino delgado, pero 
no adenocarcinomas, la reducción de la expresión de EPHB4 promueve la progresión maligna 
(Batlle et al., 2005). 
 Todo ello pone de manifiesto que el papel de EphB4 en la progresión tumoral es más 
complejo de lo que cabía esperar (Noren and Pasquale, 2007; Xiao et al., 2012). De hecho, 
evidencias recientes apuntan a un papel dual de EphB4 como promotor o supresor de tumores 
determinado por la ausencia o presencia de su ligando efrinaB2 (Rutkowski et al., 2012). La 
sobreexpresión de EphB4 en ausencia de efrinaB2 determinaría la señalización independiente de 
ligando y contribuiría al crecimiento tumoral. En cambio, este efecto se revertía en presencia de 
efrinaB2, sugiriendo que la  señalización dependiente de ligando suprime el crecimiento 
tumoral. 
 En nuestro trabajo comparamos también la expresión génica de las muestras de CCR con 
la mucosa colónica normal de los mismos pacientes, identificando dos genes expresados de 
forma diferencial. THBS2, que codifica la trombospondina 2, un inhibidor endógeno clásico de 
angiogénesis, mostró mayor expresión en las muestras de CCR, de acuerdo con trabajos previos. 
De hecho, la expresión de THBS2 se ha identificado mediante microarrays de ADN como factor 
predictivo de respuesta a la radioterapia preoperatoria en CCR (Watanabe et al., 2006). Además, 
en un estudio con pacientes de CCR tratados con bevacizumab, la supervivencia fue mayor en 
aquellos que tenían niveles más elevados de TBHS2 aunque este dato no alcanzó significación 
estadística (Jubb et al., 2006). Por otra parte, observamos una menor expresión de ANPEP en 
las muestras de CCR. La disminución de los niveles de ANPEP en CCR en comparación con la 
mucosa sana ha sido descrita previamente utilizando microarrays de ADN, y se ha propuesto 
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como posible gen supresor de tumores (Birkenkamp-Demtroder et al., 2002). Siguiendo en la 
misma línea, se observó que la expresión reducida de ANPEP formaba parte de la firma 
molecular que permitía diferenciar a nivel transcripcional células de CCR con fenotipo invasivo 
de células normales de la mucosa colónica (Wiese et al., 2007). También en cáncer de próstata 
se ha identificado la pérdida de expresión de aminopeptidasa N mediante inmunohistoquímica 
como un rasgo diferencial frente al tejido normal (Liu et al., 2004)  
 Analizando los resultados obtenidos proponemos que la expresión de EPHB4 podría ser 
considerada como potencial marcador predictivo de respuesta en pacientes de CCR tratados con 
bevacizumab. Los pacientes con niveles elevados de EPHB4 poseen una supervivencia 
significativamente menor, y su identificación les permitiría beneficiarse de un tratamiento más 
agresivo y con más posibilidades terapéuticas  
 Los resultados observados en este trabajo están en concordancia con la hipótesis de que la 
expresión de EPHB4 contribuye no solo a la angiogénesis tumoral sino también a la 
supervivencia de las células tumorales. En trabajos anteriores se había relacionado la 
sobreexpresión de EphB4 con mal pronóstico en pacientes de cáncer de ovario (Kumar et al., 
2007) y de cáncer de mama (Brantley-Sieders et al., 2011), pero esta es la primera vez que se 
propone como marcador en CCR.  
 El siguiente paso para el desarrollo de EPHB4 como marcador predictivo de utilidad 
clínica implicaría su validación en una muestra independiente de tamaño adecuado, 







I. El estudio fenotípico comparativo de pericitos y células progenitoras 
mesenquimales humanas mediante citometría de flujo no permite identificar 
marcadores específicos. 
II. La comparación del perfil transcripcional de pericitos y células progenitoras 
mesenquimales humanas permitió la identificación de una serie de genes con 
mayor expresión en pericitos, destacando entre ellos los que codifican los 
receptores de membrana TLR4 y Robo4.  
III. Demostramos por primera vez que los pericitos humanos expresan TLR4 en la 
superfice y poseen la maquinaria de señalización necesaria para responder a la 
estimulación con LPS, que da lugar a la activación del factor de transcripción NF-
kB. 
IV. La estimulación de los pericitos humanos con LPS o HMGB1 induce la 
sobreexpresión de genes que codifican citoquinas, quimioquinas y moléculas de 
adhesión, promoviendo la secreción de IL-6, IL-8, CXCL1, CXCL12 y CXCL13, y 
CCL2 y un incremento en la expresión de ICAM-1 y VCAM-1, que favorece la 
adhesión de células mononucleadas de sangre periférica.  
V. Los pericitos expresan receptores de la familia Robo en la superfice celular e 
interaccionan con su ligando Slit2 tanto inmobilizado como en solución. La 
incubación con Slit2 inhibe la migración de los pericitos en un ensayo in vitro, y 
este efecto es independiente de la vía PDGFR . 
VI. En presencia de anticuerpos bloqueantes anti-Robo1 y anti-Robo4, la interacción 
de los pericitos con Slit2 es inhibida parcialmente, lo que sugiere la posible 
implicación de otros receptores. 
VII. La comparación del perfil transcripcional de muestras de pacientes con cáncer de 
colon metastático que habían respondido o no al tratamiento con bevacizumab 
permitió la identificación del gen que codifica el receptor de efrinas EPHB4 como 
sobreexpresado en grupo no respondedor. 
VIII. Una expresión elevada de EPHB4 se asocia con baja supervivencia global, de 
forma secundaria a la resistencia al tratamiento.  
IX. El nivel de expresión de EPHB4 puede ser considerado como un potencial 
biomarcador predictivo de respuesta al tratamiento con bevacizumab en pacientes 
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